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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AMP   adenozin monofosfat 
AOSP  aseptično omajanje sklepne proteze 
ATP   adenozin-5'-trifosfat 
BHI   možgansko-srčnem infuzijskem bujonu (iz angl. Brain Heart Infusion 
Broth) 
BR-PCR  široko spektralna verižna reakcija s polimerazo (iz angl. broad range 
polimerase chain reaction) 
CoNS  koagulaza-negativni stafilokoki (iz angl. coagulase negative 
staphylococci) 
CPS   glavna beljakovina kapside (iz angl. major capsid protein) 
Ct   cikel praga detekcije (iz angl. cycle treshold) 
DNK  deoksiribonukleinska kislina 
dsDNK  dvoverižna deoksiribonukleinska kislina  
dsRNK  dvoverižna ribonukleinska kislina  
EGFP  ojačani zeleni fluorescenčni protein (iz angl. enhanced green fluorescent 
protein) 
ELISA  encimsko imunoadsorpcijski preiskavi (iz angl. Enzyme-Linked 
ImmunoSorbent Assay) 
EOP   učinkovitost nastanka plakov (iz angl. efficiency of plating) 
FFLux  luciferaza kresnic  
GFP   zeleni fluorescenčni protein (iz angl. green fluorescent protein) 
LN   lažno negativen rezultat 
LP   lažno pozitiven rezultat 
LRP   luciferazno reporterski bakteriofag (iz angl. luciferase reporter phage) 
MALDI  ionizacija v matriksu z desorpcijo z laserjem (iz angl. Matrix Assisted 
Laser Desorption/Ionization) 
Mg2+   magnezijevi ioni 
MIK   minimalna inhibitorna koncentracija 
MOI   multipliciteta infekcije (iz angl. multiplicity of infection) 
MRSA  na meticilin odporna S. aureus (iz angl. methicilin resistant S. aureus) 
MSSA  na meticilin občutljiva S. aureus (iz angl. methicilin sensitive S. aureus) 
NA2   hranilni agar 2 (iz angl. nutrient agar no. 2) 
NB2  hranilni bujon 2 (iz angl. nutrient broth no. 2) 
NNV  negativna napovedna vrednost  
NTC   negativna kontrola (iz angl. no template control) 
OD  optična gostota (iz angl. optical density) 
OFR   odprti bralni okvir (iz angl. open reading frame) 
OSP  okužbe sklepnih protez 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (iz angl. polimerase chain reaction) 
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PFU   plakotvorna enota (iz angl. plaque-forming unit) 
PN   pravilno negativen rezultat 
PNV   pozitivno napovedna vrednost  
PP   pravilno pozitiven rezultat 
PPi   pirofosfat 
qPCR   kvantitativni PCR v realnem času 
RBS   vezavno mesto za ribosom (iz angl. ribosome binding site) 
rpm   vrtljajev na minuto (iz angl. revolutions per minute) 
SD   standardna deviacija 
ssDNK  enoverižna deoksiribonukleinska kislina 
ssRNK  enoverižna ribonukleinska kislina 
TOF   masnim analizatorjem na čas preleta ionov (iz angl. time-of-flight) 
VBNC  živo, vendar nekultivabilno stanje (iz angl. viable but not coulturable) 
ZsYellow  rumeni fluorescenčni protein (iz angl. yellow fluorescent protein)
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1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE, CILJEV IN HIPOTEZ 
 
V zadnjih desetletjih se je z razvojem medicine in zaradi vedno daljše življenjske dobe 
povečalo število bolnikov z vstavljenimi umetnimi materiali na različnih področjih, še 
zlasti v ortopediji. Število vsaditev sklepnih protez narašča iz leta v leto, saj le te 
omogočajo boljšo gibljivost in zmanjšanje bolečin v sklepih pri bolnikih z 
degenerativnimi spemembami sklepnega hrustanca. Samo v Združenih državah 
Amerike letno vstavijo več kot 400000 sklepnih protez (Wilson in Devine, 2003). V 
Ortopedski bolnišnici Valdoltra je bilo leta 2014 vstavljenih 1821 kolčnih in kolenskih 
protez, od tega je bilo 860 primarnih kolčnih operacij in 738 primarnih kolenskih 
operacij. Vse večje število bolnikov z vstavljenimi sklepnimi protezami s seboj prinaša 
tudi več zapletov povezanih z artroplastiko. Zapleti se pojavijo pri manj kot 10 % 
bolnikov, pri čemer največji delež predstavlja aseptično omajanje sklepne proteze 
(AOSP), redkejši a bistveno nevarnejši zaplet pa je okužba sklepne proteze (OSP) 
(Trampuž in Zimmerli, 2005; Kocjančič in sod., 2014). 
 
Do OSP lahko pride zaradi med-operativne inokulacije bakterij, okužbe pooperativne 
rane ali hematoma z visoko virulentnimi povzročitelji okužbe, ali zaradi hematogenega 
razsejanja bakterij, pri čemer se na to mesto bakterije naselijo iz neke druge že 
obstoječe okužbe – primarnega žarišča (Dolinar in sod., 2007). V približno polovici 
primerov gre za okužbe z bakterijami rodu Staphylococcus, od tega v 30–43 % s 
koagulazno negativnimi stafilokoki (CoNS) in v 12–23 % z bakterijo Staphylococcus 
aureus (Zimmerli in sod., 2004; Peel in sod., 2011). 
 
OSP predstavljajo veliko zdravstveno tveganje za bolnike, saj privedejo do bolečin, 
omejenega gibanja, omajanja proteze, zdravljenja z antibiotiki, podaljšanja ali 
ponovnega bolnišničnega zdravljenja, kirurškega zdravljenja, v najhujših primerih pa 
celo do izgube uda ali smrti bolnika. Vse to pa predstavlja tudi veliko finančno breme 
za zdravstveno blagajno, saj so v večini primerov nujno potrebne ponovne operacije in 
dolgotrajno zdravljenje v bolnišnici (Wilson in Devine, 2003; Dolinar in sod., 2007; 
Kocjančič in sod., 2014). Hkrati se s pogostejšo uporabo antibiotikov v preventivne in 
kurativne namene pojavlja vse bolj pereča problematika na antibiotike odpornih 
bakterijskih sevov, ki še bolj ogrožajo zdravje bolnikov. Za pravilno zdravljenje je 
potrebna hitra in natančna diagnostika OSP, vendar pa za zdaj še nimamo metode, ki bi 
bila za tovrstno diagnostiko 100 % zanesljiva. 
 
Trenutno diagnosticiranje OSP temelji na kliničnih znakih, osnovnih biokemijskih 
preiskavah krvi in sklepne tekočine (številu levkocitov, hitrosti sedimentacije eritrocitov 
in vrednosti c-reaktivnega proteina), slikovnih, citoloških in histoloških preiskavah 
(Terčič in Trebše, 2009; Kocjančič in sod., 2014). Kot zlati standard se uporablja 
mikrobiološka diagnostika in sicer mikrobiološka kultura punktata obprotezne tekočine 
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ali obproteznega tkiva (Dolinar in sod., 2007; Dora in sod., 2008; Terčič in Trebše, 
2009; Vergidis in sod., 2011; Vergidis in Patel, 2012; Evangelopoulos in sod., 2013; 
Kocjančič in sod., 2014). Z mikrobiološkimi metodami sicer v večini primerov 
izoliramo povzročitelja okužbe,  vendar pa metoda za dokončno diagnozo včasih 
potrebuje tudi 10 do 14 dni. Poleg tega pa predstavljajo velik problem tudi bakterije, ki 
rastejo v biofilmih in počasi rastoče bakterijske vrste, pri katerih lahko dobimo lažno 
negativne rezultate kultivacije. Tako je v 7 % mikrobiološka kultura negativna kljub 
temu, da je okužba prisotna. Zaradi dolgega procesa od odvzema vzorca pa do končnih 
rezultatov je tudi veliko možnosti za kontaminacijo in s tem povezanih lažno pozitivnih 
rezultatov (Kocjančič in sod., 2014). 
 
Zaradi izredne specifičnosti bakteriofagov za določen rod, vrsto ali celo sev bakterij, bi 
lahko ti predstavljali novo orodje za hitro odkrivanje patogenov tudi v ortopediji, saj so 
na nekaterih drugih področjih že v uporabi za identifikacijo bakterij, kar imenujemo 
fagotipizacija. Poleg sposobnosti prepoznavanja tarčnih celic z izredno specifičnostjo 
predstavljajo bakteriofagi idealno diagnostično orodje tudi zaradi nekaterih drugih 
lastnosti. Odporni so na temperaturno nihanje in nihanje pH, organska topila in 
proteaze. Njihovo namnoževanje je enostavno, hitro in poceni. Ena izmed 
pomembnejših lastnost je, da se razmnožujejo le v živih bakterijskih celicah in lahko na 
podlagi tega razlikujemo med živimi in mrtvimi bakterijskimi celicami. Različne 
tehnike, ki uporabljajo bakteriofage v diagnostične namene so zelo privlačne, saj so 
sorazmerno hitre, enostavne in ni potrebe po uporabi relativno drage opreme. Nekateri 
tovrstni testi so v uporabi tudi v obliki komercialnih kitov (npr. FASTPlaqueTB, 
PhageTekMB,…) (Schofield in sod., 2012). 
 
Namen doktorske  naloge je bil raziskovati možnost uporabe bakteriofaga K za 
določanje bakterij rodu Staphylococcus pri OSP. Po določitvi specifičnosti bakteriofaga 
K do določenih vrst in sevov bakterij rodu Staphylococcus smo na kliničnih izolatih 
izbranih sevov preizkusili metode detekcije z uporabo bakteriofaga K. Optimizirane in 
validirane metode detekcije smo nato uporabili za določitev stafilokokov v sonikatih 
sklepnih protez. Dobljene rezultate smo primerjali z rezultati vzporednih 
mikrobioloških preiskav.  
 
1.1 CILJI 
 
- Dokazati, da je bakteriofag K visoko specifičen za najpogostejše povzročitelje 
OSP iz rodu Staphylococcus.  
- Gensko spremeniti bakteriofag K tako, da bo v svojem genomu nosil zapis za 
ojačan zeleni fluorescenčni protein (angl. Enhanced green fluoroscent protein,  
EGFP). 
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- Uvesti in validirati metode detekcije bakterij rodu Staphylococcus z uporabo 
bakteriofaga K na vzorcih sonikatov sklepnih protez. 
- Primerjati dobljene rezultate detekcije bakterij rodu Staphylococcus z rezultati 
mikrobiološke kultivacije vzorcev. 
1.2 HIPOTEZE 
 
- Bakteriofag K je visoko specifičen za povzročitelje okužb sklepnih protez iz rodu 
Staphylococcus. 
-  Z uporabo bakteriofaga K za detekcijo bakterij se poveča občutljivost določitve 
bakterij rodu Staphylococcus v vzorcih v primerjavi s standardnimi 
mikrobiološkimi preiskavami. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 OKUŽBE SKLEPNIH PROTEZ 
 
2.1.1 Razdelitev OSP glede na vir in časovni okvir okužbe 
 
Bakterije pridejo do mesta okužbe z neposredno kontaminacijo rane in/ali vsadka med 
operacijo, ko ima bakterija dostop do teh površin s kože bolnika in iz zraka, ali s 
hematogenim širjenjem iz drugih virov okužb v telesu bolnika. Tako lahko bakterija 
doseže površino vsadka že med samo operacijo ali pa tudi mnogo let pozneje iz druge 
okužbe v telesu (npr. okužbe urinarnega trakta, zobovja, respiratornih poti…) (Wilson 
in Devine, 2003). 
 
Okužbe povezane s sklepnimi protezami lahko razdelimo na zgodnje med-operativne 
okužbe, odložene med-operativne okužbe ali pozne okužbe (Dolinar in sod., 2007).  
 
Zgodnje (med-operativne) okužbe nastanejo v prvih treh mesecih po operaciji zaradi 
med-operativne inokulacije bakterij, okužbe pooperativne rane ali hematoma z visoko 
virulentnimi povzročitelji. Kažejo se kot akuten nastop bolečine v sklepu, izliv, eritem 
in občutek toplote na mestu vsadka ter povišana telesna temperatura, pri čemer je 
najpogostejši povzročitelj S. aureus. V redkih primerih pride do hematogene zgodnje 
protezne okužbe, največkrat kot posledica uroinfekta pri bolnikih, ki imajo vstavljen 
urinski kateter, pri čemer je najpogostejši povzročitelj po Gramu negativna bakterija 
Escherichia coli (Dolinar in sod., 2007).  
 
Odložene med-operativne okužbe se razvijejo med tretjim in štiriindvajsetim mesecem 
po operaciji, kar se kaže s kronično po-operativno bolečino in razmeroma malo 
vnetnimi znaki. Tovrstna okužba postopoma omaje protezo. Med povzročitelji odložene 
OSP so najpogosteje nizko virulentne bakterije, kot so Staphylococcus epidermidis in 
Cutibacterium (Propionibacterium) acnes (Dolinar in sod., 2007). 
 
Najpogostejše OSP pa so pozne okužbe, ki se razvijejo več kot 2 leti po operaciji. 
Spremljajo jih akutni znaki vnetja, kot so povišana telesna temperatura, bolečina in 
oteklina na predelu vstavljene proteze, rdečina in toplina ter morebiten pojav fistule v 
predelu po-operativne brazgotine. Bakterije se na to mesto naselijo iz neke druge že 
obstoječe okužbe – primarnega žarišča. Najpogosteje so to okužbe kože z bakterijo S. 
aureus, uroinfekti (E. coli), okužbe dihal in črevesja. Zaradi stafilokokne sepse ali 
bakteriemije najpogosteje pride do okužb kolenskih protez (v 50 %), redkeje (v 26 %) 
pa do okužb kolčnih protez (Dolinar in sod., 2007). 
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2.1.2 Poškodba tkiva ob vstavitvi sklepne proteze in bakterijska invazija 
 
Beljakovine v plazmi, albumini, fibronektin, vitronektin in druge hitro prekrijejo 
površino kakršnega koli biomateriala, ki ga vstavimo v telo, in tako spremenijo stopnjo 
pritrjevanja bakterij. Če za tem biomaterial prekrije plast tkivnih celic, postane vsadek 
relativno odporen na kolonizacijo bakterij, saj je tovrstno plast težko 
spremeniti/poškodovati. V kolikor pa pride prej do pritrjevanja bakterijskih celic na 
površino biomateriala, lahko gostiteljeve celice le v redkih primerih izpodrinejo 
pritrjene bakterijske celice, in vzpostavijo se pogoji za vnetje (Wilson in Devine, 2003).  
 
Dovzetnost biomateriala za okužbe ni odvisna samo od števila in tipa bakterij, ampak 
tudi od razmerja med časom, ki ga gostiteljevo tkivo potrebuje za integracijo vsadka in 
časom, ki ga potrebujejo bakterije za pritrjevanje na njegovo površino. V primeru, da 
pride do omajanja sklepne proteze iz tehničnih ali mehanskih razlogov, lahko okolje 
postane dovzetno za bakterijsko razmnoževanje ali hematogeno širjenje bakterij in 
posledično okužbo. Prisotnost bakterijske rasti pa lahko negativno vpliva tudi na 
material sklepne proteze. Vse to lahko spremeni lokalno fiziološko okolje npr. kemijsko 
sestavo in pH tkivnih tekočin, kar posledično stimulira bakterijsko razmnoževanje ali 
poslabša že obstoječe okužbe (Wilson in Devine, 2003). 
 
2.1.3 Tvorba biofilma 
 
Bakterijska kolonizacija površine biomateriala predstavlja prvi korak v patogenezi OSP. 
V večini primerov tvorijo bakterije na površini protez biofilm, to je skupek bakterij in 
njihovih zunajceličnih izločkov (polimernega matriksa). Tvorba biofilma (slika 1) 
poteka v dveh fazah. Bakterije se v prvi fazi hitro prilepijo na površino materiala. Če 
okolje bakterijam ustreza (npr. nepravilna integracija tkiva in oslabljen imunski sistem), 
se bodo v drugi fazi tvorbe biofilma, s pomnoževanjem in izločanjem 
eksopolisaharidov, na površini materiala tvorile večplastne celične kulture. Druga faza 
oz. akumulacijska faza traja dalj časa. Celice se med seboj povezujejo in ustvarijo 
konfluentni biofilm (Wilson in Devine, 2003; Veerachamy in sod., 2014).  
 
Mikrobno pritrjevanje na biomateriale je odvisno od lastnosti bakterijske celične 
površine in od narave materiala. Do prvih medsebojnih vplivov pride preko ne-
specifičnih fizikalno-kemijskih sil kot so polarnost, Van der Waalsove sile in hidrofobni 
stiki. Neto naboj  teihojske kisline je ključnega pomena pri kolonizaciji umetnih površin 
pri bakteriji S. aureus. Teihojska kislina je močno nabita komponenta celične stene 
bakterije S. aureus in je sestavljena iz spremenjenih fosfatnih in ribitolnih skupin 
(teihojska kislina v celični steni) ali glicerolnih skupin (lipoteihojska kislina), ki so 
zamenjane z d-alaninom in N-acetilglukozaminom (Wilson in Devine, 2003). 
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Gen dltA kodira nosilno proteinsko ligazo d-alanin-d-alanil (DltA), ki vodi vgradnjo d-
alanina na teihojsko kislino. DltA mutante imajo biofilm-negativni fenotip. Brez 
vezanega d-alanina na teihojsko kislino imajo namreč večji površinski negativni naboj, 
kar ima za posledico zaviranje vezave na polistiren ali steklo, ki sta negativno nabita. 
Glavna razlika med teihojsko kislino celične stene S. epidermidis in S. aureus je 
prisotnost glicerola namesto ribitola. Genom S. epidermidis RO62A vključuje gen za 
beljakovino, ki ima 75 % identičnosti z DltA iz S. aureus. Zato se predpostavlja, da za 
razliko od S. aureus, pri S. epidermidis teihojska kislina prispeva k površinskemu 
naboju in torej sodeluje pri kolonizaciji abiotskih površin (Wilson in Devine, 2003). 
 
Direkten medsebojni vpliv med bakterijami in površino vsadka igra pomembno vlogo v 
zgodnjih stopnjah procesa pritrjevanja in vitro in najverjetneje tudi in vivo. Po vstavitvi 
vsadka, material hitro obdajo plazemske beljakovine in beljakovine zunajceličnega 
matriksa, kot so fibrinogen, fibronektin, trombospondin, vitronektin in Von 
Willebrandov faktor (Wilson in Devine, 2003). 
 
Ko so bakterije pritrjene na površini materiala, se pričnejo razmnoževati in z 
medceličnim pritrjevanjem kopičiti v obliki večplastnih celičnih klastrov. Pritrjene 
bakterije lahko zaradi svojih posebnih lastnosti, še posebej če so vključene v biofilm, 
ostanejo na površini materiala zelo dolgo in so zelo odporne na antibiotike (Madigan in 
sod., 2000; Wilson in Devine, 2003; Veerachamy in sod., 2014). 
 
 
Slika 1: Tvorba biofilma na površini (Veerachamy in sod., 2014) 
 
Figure 1: Formation of biofilms on the surface (Veerachamy et al. 2014) 
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2.1.4 Vpliv vsadkov in gostitelja na pojavnost bakterijske kolonizacije in okužbe 
 
Vneto tkivo, ki je posledica poškodbe tkiva med operativnim posegom, predstavlja 
idealno okolje za kolonizacijo bakterij. V kolikor imunski sistem deluje normalno in je 
lokalno tkivo sicer zdravo, ne bo prišlo do bakterijske kolonizacije, agregacije ali 
okužbe vsadka. Bolniki z večjim tveganjem za nastanek okužbe so bolniki z 
revmatoidnim artritisom, s sladkorno boleznijo, bolniki po predhodnih operacijah 
sklepov, bolniki, ki so že imeli okužbe sklepov, bolniki, ki prebolevajo okužbo v času 
operacije, in bolniki z oslabljenim imunskim sistemom. Slednji so še posebej dovzetni 
za hematogene okužbe (Wilson in Devine, 2003). 
 
Tudi odziv telesa na vsadek pomembno prispeva k pojavu okužbe. Dejavniki vsadka so 
kemijska sestava, lastnosti površine vsadka (velikost delcev), lokacija vsadka v telesu in 
mehanske interakcije s tkivi. Obrabni delci, ki se sproščajo iz sklepnih vsadkov, 
spodbujajo nastanek vnetja in prispevajo k omajanju proteze. Ob zadostni količini 
spodbujevalnih faktorjev pride do vnetja. Vnetni mediatorji spodbudijo lokalni 
obrambni sistem, da prične s sproščanjem prostih radikalov, kar pripelje do poškodb 
lokalnih tkiv. V kolikor so na mestu prisotne bakterije, pride do razvoja okužbe. Poleg 
tega pa površinska sestava vsadkov (pore in izboklinice) služijo bakterijam kot 
zatočišče, ki jih ščiti pred imunskim sistemom in antibiotiki (Wilson in Devine, 2003). 
 
2.2 DIAGNOSTIKA OKUŽB SKLEPNIH PROTEZ 
 
Hitra in natančna diagnostika OSP je pogoj za uvedbo ustreznega zdravljenja. Med 
obstoječimi diagnostičnimi metodami ni nobene, ki bila 100 % zanesljiva. Zato 
diagnosticiranje OSP temelji na analizi kliničnih znakov ter kombinaciji rezultatov 
različnih pred in med operativnih preiskav. Pred-operativne preiskave vključujejo: 
osnovne preiskave krvi in sklepne tekočine (število levkocitov, hitrost sedimentacije 
eritrocitov in vrednosti c-reaktivnega proteina) ter slikovne preiskave (rentgensko 
slikanje, scintigrafija, računalniška tomografija, magnetnoresonančno slikanje, 
pozitronska emisivna tomografija, enofotonska emisijska računska tomografija in 
fistulografija). S temi preiskavami se lahko le potrdi sum na okužbo, pri čemer pa 
negativen rezultat ne pomeni, da okužba ni prisotna. Za potrditev OSP je potrebno 
uporabiti med-operativne diagnostične metode, med katere uvrščamo odvzem 
obproteznega tkiva za histološko preiskavo in mikrobiološko kultivacijo (Terčič in 
Trebše, 2009; Kocjančič in sod., 2014). Zlati standard za potrditev OSP in določitev 
povzročitelja še vedno predstavlja mikrobiološka diagnostika in sicer mikrobiološka 
kultura punktata sklepne tekočine ali obproteznega tkiva (Dolinar in sod., 2007; Dora in 
sod., 2008; Terčič in Trebše, 2009; Vergidis in sod., 2011; Vergidis in Patel, 2012; 
Evangelopoulos in sod., 2013; Kocjančič in sod., 2014).  Kulturo punktata se uporablja 
za ugotavljanje povzročitelja pred operacijo in uspešno pokaže okužbo v 45-100 %; 
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medtem ko se obprotezno tkivo za mikrobiološko kultivacijo odvzame med operacijo in 
ta uspešno pokaže okužbo v 65-94 % primerih (Terčič in Trebše, 2009). Z 
mikrobiološkimi metodami sicer v večini primerov izoliramo povzročitelja okužbe,  
vendar pa metoda za dokončno diagnozo potrebuje 10 do 14 dni, predvsem na račun 
počasi rastočih vrst, kot npr. C. acnes. Poleg teh pa predstavljajo velik problem tudi 
bakterije, ki rastejo v biofilmih, pri katerih lahko ravno tako dobimo lažno negativne 
rezultate kultivacije. Z metodo namreč ugotavljamo posamezne (planktonske) bakterije, 
v primerih tvorbe biofilma na umetnem materialu pa so bakterije združene v skupke 
zaščitene v polimernem matriksu, težavo pa predstavlja tudi njihovo manj aktivno 
metabolno stanje. Nizko občutljivost metode gre pripisati tudi predhodnemu 
antibiotičnemu zdravljenju, ki otežuje izolacijo povzročitelja, čeprav je bilo zdravljenje 
prekinjeno več dni pred operacijo. Tako je v 7 % mikrobiološka kultura negativna kljub 
temu, da je okužba prisotna. Zaradi dolgega procesa od odvzema vzorca pa do končnih 
rezultatov je tudi veliko možnosti za kontaminacijo in s tem lažno pozitivnim 
rezultatom (Trebše, 2012; Kocjančič in sod., 2014; Mlekuž in sod., 2015). 
 
Zaradi nizke občutljivosti mikrobiološke metode mehko-tkivne kultivacije, ki se pojavi 
predvsem zaradi tvorbe biofilma na površini protez, se vse bolj uveljavlja alternativna 
metoda, ki izboljša občutljivost standardnih mikrobioloških metod,  metoda 
ultrasonikacije (krajše sonikacija). Z ultrasonikacijo se s pomočjo nizkofrekvenčnega 
valovanja povzroči vakuumsko abrazijo biofilma z umetnega materiala ter tako pridobi 
vzorec (sonikat) za mikrobiološke preiskave (Trampuž in sod., 2007; Kocjančič in sod., 
2014). Raziskave so pokazale, da se je občutljivost metode s kultivacijo sonikata v 
primerjavi s kultivacijo obproteznega tkiva povečala iz 81 % na 96 % (Evangelopoulos 
in sod., 2013; Zhai in sod., 2014). 
 
Zaradi potrebe po alternativni, hitrejši metodi diagnostike OSP so bile preizkušane 
molekularne metode verižne reakcije s polimerazo (PCR) z namenom posredne 
določitve povzročitelja okužbe sklepnih protez z dokazovanjem bakterijske 
deoksiribonukleinske kisline (DNK). Metoda je neodvisna od kultivacije 
mikroorganizmov in je zato hitrejša.  Pomnoževanje gena za 16S ribosomalne 
ribonukleinske kisline s PCR imenujemo široko spektralen PCR (angl. broad-range 
PCR; krajše BR-PCR) ali tudi 16S PCR in je v uporabi že več kot 20 let za preučevanje 
prokariontov. Sprva je bilo v uporabi kot taksonomsko orodje, kasneje pa se je njegova 
uporaba razširila na klinično mikrobiologijo (Renvoisé in sod., 2013). Uporaba PCR je 
že bila preizkušena v različnih odvzetih vzorcih – sklepni tekočini, obproteznem tkivu 
in na zadnje tudi na sonikatih sklepnih protez. V študiji, kjer so analizirali 69 
ortopedskih vsadkov, je bila občutljivost metode PCR v kombinaciji z vzorcem sonikata 
zelo podobna občutljivosti kombinacij metode mikrobiološke kultivacije obproteznega 
tkiva in kultivacije sonikata (Dora in sod., 2008). Problem metode predstavljajo 
predvsem možnost kontaminacije med samim postopkom, prisotnost kontaminirane 
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DNK ter predvsem nezmožnost razlikovanja med živimi in mrtvimi bakterijskimi 
celicami, saj metoda zaznava prisotnost mikrobne DNK v vzorcu ne glede na njen izvor 
(Mlekuž in sod., 2015). 
 
2.2.1 Diagnostični kriteriji za opredelitev OSP 
 
V različnih študijah zasledimo uporabo različnih definicij OSP oz. diagnostičnih meril 
za njihovo opredelitev. Leta 2011 so v ta namen Parvizi in sod. (2011) predstavili novo 
definicijo za OSP, ki jo je predlagala delovna skupina Društva za mišično-skeletne 
okužbe (angl. Musculoskeletal Infection Society). Za potrditev OSP je po tej definiciji 
potrebno zadostiti vsaj enemu izmed sledečih treh kriterijev: 
1. prisotnost sinusa ali fistule,  ki  komunicira  z  vsadkom; 
2. izolacija mikroorganizma iz vsaj dveh ločenih vzorcev tekočin ali tkiv v 
okolici  vsadka; 
3. potrditev štirih izmed naslednjih kriterijev: 
a. povišani serumski vrednosti hitrosti sedimentacije eritrocitov in 
vrednosti c-reaktivnega proteina, 
b. povišano število levkocitov v sinovialni tekočini, 
c. povišana odstotna vrednost nevtrofilcev v sinovialni tekočini, 
d. prisotnost gnoja v okolici umetnega sklepa, 
e. izolacija mikroorganizma iz enega vzorca tekočin ali tkiv v okolici  
vsadka, 
f. več kot pet nevtrofilcev v vidnem polju histološke analize  ob-
proteznega tkiva pri 400× povečavi. 
 
V Ortopedski bolnišnici Valdoltra je v uporabi podobna definicija (Trebše in Trampuž, 
2012), ki opredeljuje OSP, kadar je potrjeno vsaj eno izmed naslednjih stanj: 
 
1. prisotnost  fistule,  ki  komunicira  z  vsadkom; 
Kjer je prisotna komunikacija med površino kože in vsadkom se lahko diagnosticira 
OSP brez drugih pozitivnih preiskav. Tudi iztekanje iz operativne rane 10 ali več dni po 
operaciji lahko predstavlja fistulo. K opredelitvi fistule lahko pripomore fistulografija. 
 
2. prisotnost   gnoja   v   okolici   umetnega sklepa, ki je potrjen citološko, 
histološko ali makroskopsko; 
OSP v histoloških preparatih obproteznega tkiva diagnosticiramo, če je prisotnostih več 
kot 5 nevtrofilcev na vidno polje 400× povečave. Citološko se prisotnost gnoja potrdi s 
štetjem levkocitov v sklepni tekočini pri kolenskih in kolčnih protezah v primeru 
≥1,7×109 /L levkocitov in 65 % nevtrofilcev.  
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3. prisotnost  mikroorganizma  izoliranega iz  tekočin  ali  tkiv  v  okolici  
vsadka  ali  iz vsadka samega. 
Rast mikroorganizma iz punktata sklepne tekočine je dovolj za potrditev okužbe, saj 
ima visoko specifičnost. Obratno pa z negativnimi rezultati kultivacije aspirata ni 
možno izključiti OSP zaradi rasti bakterij v biofilmu. Zlati standard za postavitev 
diagnoze OSP je kultivacija tkiva odvzetega med operacijo. OSP je potrjena v primeru, 
da izoliramo isti bakterijski sev iz dveh ali več od treh ali več vzorcev odvzetih med 
operacijo. Pri visoko virulentnih bakterijah, kot je S. aureus, pa je za postavitev 
diagnoze OSP dovolj že ena pozitivna kultura. 
 
2.3 BAKTERIJE RODU Staphylococcus 
 
Bakterije rodu Staphylococcus oz. stafilokoki so po Gramu pozitivne krogličaste 
bakterije velikosti okoli 1 µm v premeru. Pojavljajo se v grozdom podobnih skupkih, saj 
se celice delijo zaporedno v treh navpičnih ravninah pri čemer ostajajo celice povezane 
med seboj po vsaki delitvi. Ker mesto pritrditve celic ne sme biti v ravnini delitve, in 
ker celice lahko nekoliko spremenijo položaj medtem pa ostajajo pritrjene druga na 
drugo, je rezultat formacija nepravilnega skupka celic. Oblika in razporeditev po Gramu 
pozitivnih kokov je v pomoč pri razlikovanju stafilokokov od streptokokov. Streptokoki 
so rahlo podolgovate celice, ki običajno rastejo v verigah, saj se delijo le v eni ravnini, 
podobno bacilom. Stafilokoki so negibljivi, nesporogeni  fakultativni anaerobi, ki 
rastejo z aerobnim dihanjem ali s fermentacijo, pri čemer je glavni produkt mlečna 
kislina. Bakterije so katalazno pozitivne in oksidazno negativne (Foster, 1996).  
 
Leta 1884 je Rosenbach opisal dva tipa pigmentiranih kolonij stafilokokov (rumenih in 
belih) in ju poimenoval Staphylococcus aureus (rumene) in Staphylococcus albus 
(bele). Slednja je danes znana pod imenom Staphylococcus epidermidis. S. aureus 
namreč tvori na bogatem mediju relativno velike rumene kolonije, medtem ko so 
kolonije S. epidermidis primerljivo majhne in bele barve (Irlinger, 2008). Znanih in 
opisanih je kar nekaj vrst stafilokokov, potrjenih pa je okoli 45 vrst, vključno z 21 
podvrstami (Becker in sod., 2015). Večina vrst pogosto poseljuje kožo in sluznico ljudi, 
nekatere pa lahko najdemo tudi na lasišču (npr. Staphylococcus capitis). Poleg že 
omenjenih vrst pa pri ljudeh najdemo še vrste S. hominis, S. haemolyticus, S. warneri, S. 
saccharoliticus, S. simulans, S. auricularis, S. cohnii, S. saprophyticus in S. xylosus 
(Gillaspy in Iandolo, 2014). S. aureus in S. epidermidis sta kljub vsemu 
najpomembnejši vrsti kar se tiče okužb pri ljudeh. Najbolj pogost povzročitelj okužb v 
ortopediji je S. aureus, takoj za njim pa sledi S. epidermidis. S. aureus se pretežno 
nahaja v nosni votlini, najdemo pa ga tudi drugod po telesu, vključno z ustno votlino, 
gastrointestinalnim traktom in na površini kože. S. epidermidis pa poseljuje le kožo. Kot 
povzročitelji okužb so pomembne tudi bakterije vrst S. haemolyticus, S. saprophyticus 
in S. cohnii, ki povzročajo okužbe ran, najdemo jih pa tudi v predelu sečil. Medtem ko 
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je s S. aureus potrebno ravnati kot s potencialnim patogenom, je večina sevov S. 
epidermidis nepatogenih in lahko celo igrajo zaščitno vlogo v normalni človeški 
mikrobioti. Kljub temu pa je S. epidermidis lahko patogen v bolnišničnem okolju 
(Madigan in sod., 2000). 
 
S. aureus je na krvnem agarju pogosto hemolitična, saj večina sevov proizvaja 
koagulazo in zato spada med koagulaza-pozitivne stafilokoke. Več kot 30 drugih vrst 
stafilokokov, vključno s S. epidermidis, pa te beljakovine ne proizvaja in za to spadajo v 
skupino koagulaza-negativnih stafilokokov (CoNS, iz angl. coagulase negative 
staphylococci). Koagulaza je ekstracelularna beljakovina, ki veže protrombin in tako 
tvori stafilotrombinski kompleks. S tem se aktivira proteazna aktivnost trombina, ki 
tako pretvori fibrinogen v fibrin ter povzroči strjevanje krvi. Diagnosticiranje okužb s 
CoNS je težavno, saj so te pogosto indolentne in kronične, z manj jasnimi simptomi 
zaradi izražanja manjšega spektra virulentnih faktorjev in toksinov v primerjavi s S. 
aureus. Poleg tega je S. epidermidis normalno prisotna na površini kože kot del 
normalne flore in je za to najpogostejši kontaminant v vzorcih (Foster, 1996). 
 
2.3.1 Odpornost stafilokokov na antibiotike 
 
Več kot stoletje so stafilokoki predstavljali pomembne človeške patogene bakterije. 
Pred odkritjem antibiotikov, so bile okužbe s S. aureus povezane z visoko stopnjo 
umrljivosti. Po odkritju penicilina l. 1942, pa je število smrti zaradi okužb s S. aureus 
začelo hitro upadati. Vendar pa se je že 2 leti kasneje pričel pojavljati sev odporen na ta 
antibiotik. Do l. 1960 se je bakterijska odpornost že razširila med populacijo in po 
zdravstvenih centrih. Problem so istega leta na hitro rešili s sintezo meticilina – pol 
sintetičnega penicilinskega analoga, ki je odporen na penicilinazo. Že leto kasneje pa so 
poročali o pojavu na meticilin odporne S. aureus (MRSA, iz angl. methicillin resistant 
S. aureus) (Lowy, 2003). 
 
MRSA sevi so odporni na β-laktamske antibiotike, kot so penicilini (meticilin, 
oksacilin) in cefalosporini. Poleg teh pa so lahko odporni tudi še na katere druge 
antibiotike, kot so eritromicin, klindamicin, getamicin, ciprofloksacin in fusidno kislino. 
L. 1958 so v zdravljenje okužb z MRSA uvedli glikopeptidni antibiotik vankomicin. 20 
let kasneje so zabeležili prve pojave na vankomicin odporne CoNS, 30 let kasneje pa se 
je pojavil še sev S. aureus, ki je kazal delno odpornost. Pojavnost odpornosti na 
vankomicin se je večala, dokler niso l. 2002 identificirali sev S. aureus, ki je bil 
popolnoma odporen (VRSA, iz angl. vancomycin resistant S. aureus) (Srinivasan in 
sod., 2002; Lowy, 2003). 
 
Pojavljanje vačkratne odpornosti (multirezistentnosti) na antibiotike pri S. aureus in S. 
epidermidis je v porastu. Bakterije odporne na meticilin so pogosto multirezistentne. 
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MRSA povzroča težave v bolnišničnem okolju, saj se hitro širi in lahko povzroči 
epidemijo (Foster, 1996). Za tem, ko so se l. 1961 pojavile prve tovrstne okužbe, je 
pojavnost postopoma naraščala in l. 1974 so okužbe z MRSA predstavljale 2 % vseh 
bolnišničnih stafilokoknih okužb, l. 1997 pa je delež narastel na 50 % (Panlilio in sod., 
1992). Na podlagi izvajanj ukrepov za preprečevanje širjenja okužb ter nadzorom nad 
rabo protimikrobnih učinkovin se je delež bolnišničnih okužb z MRSA na območju 
Evropskega gospodarskega prostora zmanjšal z 19,6 % l. 2014 na 16,9 % v l. 2017. 
Kljub temu pa ostaja MRSA pomemben patogen, saj je bil odstotek v posameznih 
državah še vedno zelo visok, tudi do 44,4 % (Romunija) (Surveillance ..., 2018). 
 
Zdravljenje okužb z MRSA je v primerjavi z zdravljenjem okužb z na meticilin 
občutljivo S. aureus (MSSA, iz angl. methicillin sensitive S. aureus) dolgotrajnejše, 
težje in povezano z višjo stopnjo smrtnosti. Čeprav se MRSA običajno razvije v 
bolnišnicah, kjer so antibiotiki v redni uporabi, pa so v zadnjem času v porastu tudi 
okužbe ostalega dela populacije. Okužbe s S. aureus in še posebej okužbe z MRSA 
ostajajo velik problem, saj se lahko razširijo in povzročijo epidemijo v bolnišničnih 
ustanovah. Minimalna inhibitorna koncentracija vankomicina narašča in s časom bo tudi 
pojav odpornosti na vankomicin vse pogostejši. Zaradi tega so pomembne nadaljnje 
raziskave na tem področju, predvsem pa bolj premišljena raba antibiotikov (Lowy, 
2003; Srinivasan in sod., 2002). 
 
2.3.2 Stafilokoki v stanju VBNC 
 
Bakterije, ki se znajdejo v neugodnih življenjskih razmerah, kot so pomanjkanje hranil, 
kisika, nihanja pH, visoke ali nizke temperature, izpostavljenost antibiotikom itn., lahko 
kot obrambni mehanizem preidejo v eno izmed oblik z upočasnjenim metabolizmom – 
v t.i. živo, vendar nekultivabilno stanje celic (VBNC, iz angl. viable but non 
culturable). VBNC stanje je prehodno stanje bakterij, do katerega pride zaradi 
prilagajanja bakterij na stres in je povezano s krčenjem celic in nesposobnostjo 
kultivacije na hranilnih gojiščih. Taka oblika bakterij predstavlja veliko zdravstveno 
tveganje, saj je s konvencionalnimi diagnostičnimi testi ni moč zaznati, ob primerni 
stimulaciji (vzpostavitvi ugodnih razmer) pa lahko ponovno vzpostavi normalno rast in 
virulentnost ter tako povzroči okužbo oz. ponovitev okužbe (Zandri in sod., 2012; 
Ramamurthy in sod., 2014). 
 
Zandri in sod. (2012) so dokazali, da S. aureus in S. epidermidis lahko v biofilmu, 
zaradi manj ugodnih razmer, preidejo v VBNC stanje, ter tako prispevajo k lažno 
negativnim rezultatom mikrobiološkega gojenja vzorcev. S. aureus lahko tako povzroča 
ponavljajoče se okužbe in lahko preide v VBNC stanje med zdravljenjem z nekaterimi 
antibiotiki, npr. vankomicinom. Prisotnost S. epidermidis v VBNC stanju pa prispeva k 
tvorbi biofilmov, ki niso le odporni na številne antibiotike, ampak tudi na delovanje 
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imunskega sistema (Cerca in sod., 2011; Pasquaroli in sod., 2013; Ramamurthy in sod., 
2014).  
 
2.4 BAKTERIOFAGI 
 
Bakteriofagi, imenovani tudi fagi ali bakterijski virusi, so skupina virusov, ki napadajo 
bakterije. Neodvisno sta jih odkrila Frederick W. Twort leta 1915 v Veliki Britaniji in 
Félix d'Hérelle v Franciji leta 1917. D'Hérelle jih je poimenoval bakteriofagi, kar 
pomeni »požiralci bakterij«, in tako opisal njihovo baktericidno sposobnost 
(Duckworth, 1976). 
 
Bakteriofage najdemo v vseh habitatih, kjer se bakterije razmnožujejo. Ocenjeno je, da 
so to najbolj pogosti organizmi v celotni biosferi in sicer naj bi se na kubičnem 
centimetru katere koli ekološke niše, kjer se nahajajo bakterije ali arheje, nahajalo tudi 
okoli 106 fagov. Glede na svoje strukturne, fizikalno-kemične in biološke lastnosti so 
zelo heterogena skupina. Kakor večina virusov tudi bakteriofagi nosijo samo zapis za 
genetsko informacijo potrebno za razmnoževanje njihove nukleinske kisline in sintezo 
proteinskega plašča. Velika večina jih nosi zapis v obliki dvoverižne 
deoksiribonukleinske kisline (dsDNK), manjše skupine fagov pa imajo enoverižne 
deoksiribonukleinske kisline (ssDNK), dvoverižne ribonukleinske kisline (dsRNK) ali 
enoverižne ribonukleinske kisline (ssRNK). Bakteriofage delimo v en red in 10 družin, 
oz. 18 družin, če štejemo še tiste, ki napadajo arheje (Virus ..., 2018). V družine jih 
razvrščamo predvsem glede na naravo njihove nukleinske kisline in splošno 
morfologijo. Večina (96 %) fagov ima rep in spada v eno izmed treh družin reda 
Caudovirales. Ostali bakteriofagi (4 %) so kubični (kubične simetrije in ikozaedrične 
oblike), nitasti ali pleomorfni in so razdeljeni v 10 manjših družin. Majhno število 
bakterijskih virusov ima poleg nukleinske kisline in kapside še lipidno ovojnico. Večina 
bakteriofagov je kompleksnih. Rep ima pri njih pomembno vlogo pri vstopanju 
nukleinske kisline v gostiteljsko celico (Ackermann, 2005; McAuliffe in sod., 2007; 
Ackermann, 2009). 
 
Bakteriofagi lahko okužijo večino obstoječih bakterij, določen fag pa lahko okuži samo 
eno oz. v določenih primerih celo nekaj bakterijskih sevov ali vrst. Posledice okužbe so 
odvisne od faga, gostitelja in pogojev. Na podlagi tega lahko fage ločimo na virulentne, 
ki povzročajo lizo bakterijskih celic in temperirane, ki v celici vzpostavijo stabilen 
odnos kar imenujemo lizogenija. Bakteriofagi lahko povzročajo resne proizvodne in 
posledično tudi ekonomske težave pri določenih biotehnoloških procesih, v katerih kot 
proizvodne organizme oz. starterske kulture uporabljamo bakterije (npr. v proizvodnji 
antibiotikov, mlečnih izdelkov in podobno) (Kutter in Sulakvelidze, 2005). 
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2.4.1 Razmnoževanje bakteriofagov 
 
Razmnoževanje bakteriofagov se bistveno razlikuje od razmnoževanja drugih 
mikroorganizmov, saj poteka samo v živih bakterijskih celicah. Virusni genom nosi 
genetsko informacijo potrebno za pomnoževanje lastne nukleinske kisline in sintezo 
strukturnih proteinov, vendar pa potrebuje gostiteljsko celico, da le ta zagotovi potrebno 
energijo, prekurzorje in ribosome. Razmnoževanje poteka v več zaporednih stopnjah. S 
posebnimi beljakovinskimi ligandi, ki se nahajajo na površini fagov (v kapsidi ali 
ovojnici), se najprej pritrdijo na specifične beljakovinske receptorje na membrani 
tarčnih bakterijskih celic. Sledi vstopanje v gostiteljske celice oz. sproščanje virusne 
nukleinske kisline. Virus se razgradi, v celici pa ostane samo virusna nukleinska kislina, 
ki prevzame nadzor nad celično presnovo. To je obdobje t.i. virusnega mrka oz. eklipse, 
ki lahko traja od vsega nekaj minut do 12 ur. Bakteriofagna nukleinska kislina 
nadomesti gostiteljsko DNK in tako postane matrica za pomnoževanje (nastajanje več 
kopij fagne DNK) in za prepisovanje (nastajanje fagne mRNK). V splošnem velja, da se 
fagna DNK pomnožuje v jedru, RNK pa v citoplazmi. Bakteriofagna mRNK se nato 
prepiše s pomočjo gostiteljevih ribosomov, tRNK in aminokislin v fagne beljakovine 
(npr. beljakovine plašča ali beljakovine repa). Pri sestavljanju novih bakteriofagov se 
strukturne beljakovine združijo in oblikujejo v kapsomere. Te se nato povežejo v 
kapsido, ki obda fagno nukleinsko kislino. Vstop fagnega genoma v kapsido omogoča 
posebna beljakovina, ki se pritrdi na fagno DNK ali RNK. Pomnoževanje bakteriofagne 
nukleinske kisline, sinteza virusnih beljakovin in sestavljanje novih bakteriofagov je 
natančno nadzorovan in časovno določen proces, ki ga imenujemo obdobje zorenja oz. 
maturacije. Število virusov se povečuje eksponentno in lahko v vzorcu v nekaj urah 
doseže visoke vrednosti. Zadnja stopnja v razmnoževanju virusov je izstopanje iz celic, 
ob katerem pride do lize gostiteljske bakterijske celice (Kutter in sod., 2005). 
 
Glede na način razmnoževanja ločimo viruletne (litične) ali temperirane (lizogene) 
bakteriofage. Litični fagi se množijo hitro in uničijo svojega gostitelja med sproščanjem 
novih fagov. Temperirani bakteriofagi pa za razliko od litičnih ne povzročajo lize 
bakterijske celice ob razmnoževanju. Genom lizogenega bakteriofaga se ob vstopu v 
celico vključi v bakterijski genom in se podvojuje skupaj z bakterijsko DNK ob 
razmnoževanju bakterije. Bakteriofagno DNK vključeno v bakterijskem genomu 
imenujemo profag. V tem stanju večina bakteriofagnih genov ni izraženih. Pod 
določenimi pogoji pa lizogene bakterije pričnejo s produkcijo temperiranih 
bakteriofagov, pri čemer sledi liza bakterije in sprostitev novih fagov (Ackermann, 
2005).  
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2.4.2 Bakteriofagi rodu Caudovirales 
 
Rod Caudovirales (iz lat. cauda, rep) predstavlja največjo in najbolj razširjeno skupino 
bakteriofagov. Zanje je značilen rep in genom v obliki linearne dsDNK. Njihova glava 
(kapsida) je kubične simetrije (ikozahedrična), rep pa helične oblike ali sestavljen iz 
zloženih diskov. Na repu so običajno prisotne strukture (ploščice, konice ali vlakna), ki 
služijo pritrjevanju na gostiteljsko celico. Zgradba njihove DNK je pogosto podobna 
zgradbi nukleinske kisline gostiteljske bakterije. Fagni genomi so veliki, kompleksni in 
po navadi strukturirani v module. Geni sorodnih funkcij so združeni skupaj. Gradnja 
virionov poteka po ločenih poteh za glavo, rep in repna vlakna. Slednja so dodana kot 
zadnja stopnja zorenja, preden se fagi z lizo gostiteljske celice sprostijo iz nje 
(Ackermann, 2005). 
 
Bakteriofagi rodu Caudovirales so na podlagi zgradbe repa razdeljeni v tri družine 
(Ackermann, 2005, 2009): 
- Myoviridae, 25 % fagov, s kontraktilnim repom sestavljenim iz vratu, centralne 
cevi in plašča; 
- Siphoviridae, 61 % fagov, z dolgim in nekontraktilnim repom; 
- Podoviridae, 14 % fagov, s kratkim in nekontraktilnim repom. 
 
Do sedaj opisani bakteriofagi bakterij rodu Staphylococcus spadajo v rod Caudovirales 
(slika 2) in sicer jih velika večina pripada družini Siphoviridae, manjše število pa se jih 
uvršča v družini Podoviridae (bakteriofag SAP-2) in Myoviridae (bakteriofag K) 
(Deghorain in Van Melderen, 2012). 
 
 
Slika 2: Shematični prikaz stafilokoknih bakteriofagov iz različnih družin reda Caudovirales (Xia in 
Wolz, 2014) 
 
Figure 2: Schematic representation of staphylococcal bacteriophages from different families of the order 
Caudovirales (Xia and Wolz, 2014) 
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2.4.2.1 Bakteriofag K 
 
Bakteriofag K je velik virulenten bakteriofag, ki okuži širok spekter stafilokokov,  
vključno z multirezistentnimi sevi S. aureus (O’Flaherty in sod., 2005; Cerca in sod., 
2007). Spada v družino Myoviridae reda Caudovirales. Ima ikozaedrično glavo premera 
okoli 70 nm in dolg (210 nm), tanek kontraktilni rep, ki se zaključi s kompleksnim 
bazalnim dodatkom. Njegov genom (dostopen v genski banki GenBank pod št. 
KF766114) je linearen velikosti 148.317 baznih parov (Gill, 2014)  in je razdeljen v dve 
različni regiji, ki se prepisujeta v nasprotnih smereh, sestavljeni iz 118 odprtih bralnih 
okvirjev. Geni so organizirani v module. Posebnost predstavlja odsotnost GATC mest, 
zaradi česar je odporen na številne restrikcijske encime bakterije S. aureus. Bakteriofag 
K kodira peptidoglikansko hidrolazo - endolizin LysK, ki lizira bakterijske celice in 
tako omogoči sprostitev novih bakteriofagov. Eksogeno pa ta endolizin povzroči 
eksolizo oz. lizo bakterijske celice, brez sprostitve novih fagov (angl. lysis from 
without) (O’Flaherty in sod., 2004, 2005; Brussow in Kutter, 2005; Sanz-Gaitero in 
sod., 2014). Rees in Fry (1981) sta dokazala, da pride po okužbi bakterije S. aureus 
(NCTC 9318) z bakteriofagom K do takojšnjega zaviranja sinteze bakterijske DNK, po 
5 min pa se prične že njena razgradnja. Latentno obdobje je bilo ocenjeno na 25 min, 
obdobje eklipse pa 14 min pri čemer se je iz okužene bakterije ob lizi sprostilo okoli 60 
plakotvornih enot (PFU, iz angl. plaque forming units) bakteriofagov (Rees in Fry, 
1981). 
 
2.5 DETEKCIJA BAKTERIJ Z BAKTERIOFAGI 
 
2.5.1 Detekcija na podlagi pomnoževanja bakteriofagov 
 
Metoda detekcije bakterij na podlagi pomnoževanja bakteriofagov temelji na osnovni 
metodi imenovani test plakov (angl. plaque assay), pri kateri se kvantificirajo v 
gostitelju pomnoženi bakteriofagi. Testiranemu vzorcu se doda suspenzijo 
bakteriofagov. Če je v vzorcu prisotna bakterija za katero je bakteriofag specifičen, jo 
bo okužil in se v njej pričel razmnoževati. Da bi se znebili zunajceličnih bakteriofagov, 
ki niso okužili nobene bakterijske celice, se vzorec izpostavi kemijskemu virocidu (npr. 
Mohrovi soli), ki uniči izvencelične bakteriofage. Dodatek inaktivacijske komponente 
nima negativnega vpliva na tvorbo novih bakteriofagov v okuženih bakterijah. Po 
odstranitvi virucida sledi sproščanje virusov iz gostiteljskih bakterij z lizo. Titer 
pomnoženih bakteriofagov se nato določi z uporabo ne-patogenih, hitro rastočih 
indikatorskih bakterij pri testu plakov (Schofield in sod., 2012). Bakterije po inkubaciji 
tvorijo plast konfluentne rasti, na kateri pa so vidne bistre cone inhibicije rasti oz. cone 
lize, ki jih imenujemo plaki. Predpostavljeno je, da posamezni plak nastane kot 
posledica pomnoževanja enega samega virusa. Ob preštetju vidnih plakov dobimo ob 
upoštevanju redčitve začetne fagne populacije, titer bakteriofagov v PFU (Madigan in 
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sod., 2000). Titer predstavlja število infektivnih enot v določeni količini vzorca. Metoda 
je poceni, hitra in visoko specifična. Težave lahko predstavlja slaba izbira virocida, saj 
lahko ob inaktivaciji nekaj bakteriofagov ostane, kar ima za posledico lažno pozitivne 
rezultate. Lahko pa druga mikroflora v vzorcu preraste indikatorske bakterije (Schofield 
in sod., 2012). Za detekcijo bakterije Mycobacterium tuberculosis obstaja tovrstni 
načini detekcije v obliki že dostopnega komercialnega testa imenovanega FASTPlaque 
TB, ki daje rezultate v 48 urah po odvzemu vzorca (sputum). Zazna lahko od 100 do 
300 živih bakterij na mL (Mole in Maskell, 2001). 
 
Obstajajo tudi alternativne metode, kjer so se izognili določevanju titra bakteriofagov s 
kultivacijo in štetjem plakov, kot so: uporaba poliklonskih protiteles specifičnih za 
bakteriofag v encimsko imunoadsorpcijski preiskavi (ELISA, iz angl. Enzyme-Linked 
ImmunoSorbent Assay), magnetno ločevanje, ionizacija v matriksu z desorpcijo z 
laserjem (MALDI, iz angl. Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization) in masnim 
analizatorjem na čas preleta ionov (TOF, iz angl. time-of-flight), florescenčno ločevanje 
med živimi in mrtvimi indikatorskimi bakterijami 1-2 uri po inokulaciji vzorca, 
kvantitativni PCR v realnem času (qPCR) in kompetitivni ELISA test (Schmelcher in 
Loessner, 2014). 
 
Določanje bakteriofagne DNK s qPCR je alternativa metodi direktne detekcije 
prisotnosti bakterijske DNK, ki so jo leta 2010 razvili Sergueev in sod. za detekcijo 
bakterije Yersinia pestis. Ob uporabi bakteriofaga wA1122 so bili v 4 urah sposobni 
zaznati prisotnost bakterij, gojenih v rastnem gojišču, s koncentracijo ≈103 CFU/mL in 
v 5 urah bakterije s koncentracijo ≈106 CFU/mL iz umetno okužene krvi (Sergueev in 
sod., 2010). 
 
2.5.2 Detekcija na podlagi lize bakterijskih celic z bakteriofagi 
 
Litični bakteriofagi v zadnji fazi svojega razmnoževalnega cikla s svojimi litičnimi 
komponentami (holinom in endolizinom) lizirajo gostiteljsko bakterijo. S celično lizo pa 
se poleg novonastalih bakteriofagov iz bakterijske celice sprosti tudi citoplazemska 
vsebina in v njej označevalne molekule, ki služijo za detekcijo liziranih bakterij. Tako 
se lahko posredno, preko spremljanja sproščanja znotrajceličnih označevalcev med 
celično lizo, kot so adenozin-5'-trifosfat (ATP) ali drugih citoplazemskih označevalcev 
(β-D-galaktozidaza, α- in β-glukozidaza), določi prisotnost tarčnih bakterij v vzorcu 
(Blasco in sod., 1998; Wu in sod., 2001; Squirrell in sod., 2002; Rees in Loessner, 
2005; Hagens in Loessner, 2007; Guzmán Luna in sod., 2009; Kannan in sod., 2010; 
Brovko in sod., 2012; Schmelcher in Loessner, 2014). 
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2.5.2.1 Metoda merjenja ATP-bioluminiscence 
 
ATP (Blasco in sod., 1998) je prisoten v vseh živih celicah in predstavlja zalogo 
energije. Določamo ga preprosto v reakciji bioluminiscence z uporabo encima 
luciferaze, pri čemer luciferaza porablja kisik in ob prisotnosti ATP substrat luciferin 
pretvori v oksiluciferin in ogljikov dioksid. Do svetlobne emisije pride zaradi hitrega 
izgubljanja energije oksiluciferina v vzburjenem stanju: 
 
ATP +  luciferin + O2  
luciferaza,   Mg2+
→             AMP + PPi  + oksiluciferin + CO2  + svetloba 
… (1) 
 
pri čemer so AMP adenozin monofosfat, PPi pirofosfat in Mg2+ magnezijevi ioni 
(Marques in Esteves da Silva, 2009). 
 
Metoda merjenja ATP-bioluminiscence se rutinsko uporablja v živilski industriji za 
spremljanje čistosti delovnih površin in preverjanje mikrobiološke kvalitete hrane 
(Kyriakides in Patel, 1995; Corbitt in sod., 2000; Squirrell in sod., 2002). 
 
Pri določanju prisotnosti bakterij v vzorcih igra zelo pomembno vlogo korak ekstrakcije 
ATP iz celic. Z uporabo številnih detergentov lahko dosežemo ne-specifično 
ekstrakcijo, vendar pa določitev izvora ATP v tem primeru ni mogoča. Študije 
določanja specifičnih mikroorganizmov so se zato osredotočile na združevanje metode 
merjenja ATP-bioluminiscence z drugimi tehnikami, kot so imunomagnetno ločevanje 
(Martelet in sod., 2015) in specifično tipiziranje bakterij z bakteriofagi (Blasco in sod., 
1998; Wu in sod., 2001; Squirrell in sod., 2002; Guzmán Luna in sod., 2009; Kannan in 
sod., 2010). 
 
2.5.3 Detekcija z uporabo gensko spremenjenih reporterskih bakteriofagov 
 
Tehnologija reporterskih bakteriofagov temelji na sposobnosti rekombinantnih 
bakteriofagov, da specifično okužijo tarčne bakterije, ki med procesom pomnoževanja 
fagnih komponent proizvedejo reporterski protein (signal), ki služi kot indikator celične 
viabilnosti. Različni reporterski geni kot so geni, ki kodirajo luciferazo kresnic (FFLux), 
zeleni fluorescentni protein (GFP), rumeni fluorescentni protein (ZsYellow),  encim  β-
galaktozidazo in drugi, so že bili uspešno preneseni v neesencialne regije genoma 
različnih starševskih bakteriofagov (Schofield in sod., 2012; Schmelcher in Loessner, 
2014).  
 
Schofield in Westwater so l. 2009 uporabili Wβ temperirani bakteriofag specifičen za 
bakterijo Bacillus anthracis in zamenjali gene, za katere so predvideli, da so 
neesencialni, z luxAB geni, ki kodirajo bakterijsko luciferazo in tako dobili luciferazno 
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reporterski bakteriofag (LRP, iz angl. luciferase reporter phage). Na podlagi okužbe 
metabolno aktivnih bakterij z LRP, so okužene celice proizvedle encim luciferazo. Ob 
prisotnosti celičnega ATP in substrata luciferin je prišlo do nastanka fotonov oz. do 
emisije svetlobe, kar so lahko zaznali in kvantitativno izmerili z luminometrom. LRP je 
bil sposoben detekcije ≈103 CFU/mL bakterij v 80 min po okužbi z bakterijo B. 
anthracis (Schofield in sod., 2012). 
 
2.5.4 Detekcija na podlagi afinitete bakteriofagov ali njihovih komponent 
 
Alternativa prejšnjim metodam je uporaba bakteriofagov ali njihovih komponent za 
lovljenje bakterij na podlagi afinitetne vezave. Lizoencimi oz. lizini so encimi, ki jih 
bakteriofagi uporabljajo za hidrolizo bakterijskih peptidoglikanskih komponent, kar ima 
za posledico lizo celične stene. Ti encimi so specifični za posamezne seve bakterij ravno 
toliko kot bakteriofagi sami ali pa so celo specifični za nekoliko širši spekter bakterij, 
zaradi česar so imobilizirani uporabni kot afinitetne molekule za detekcijo po Gramu 
pozitivnih bakterij. Za po Gramu negativne bakterije pa so na enak način v uporabi 
bakteriofagne beljakovine, ki se vežejo na specifične receptorje na površini bakterijskih 
celic (Schofield in sod., 2012; Schmelcher in Loessner, 2014). 
 
V uporabi pa je tudi še drugačen pristop detekcije in sicer z označenimi bakteriofagnimi 
komponentami. S fluorescenčnim barvilom je lahko tako označena sama bakteriofagna 
DNK, ali pa so kemijsko označene že prej omenjene bakteriofagne beljakovine. 
Poseben pristop je tudi uporaba fluorescenčno označenih protiteles proti specifičnim 
bakteriofagnim beljakovinam (Schmelcher in Loessner, 2014). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 BAKTERIOFAG, BAKTERIJSKI SEVI IN KLINIČNI VZORCI ZA ANALIZO 
 
V raziskavi smo uporabili Staphylococcus aureus subsp. aureus bakteriofag K ATCC 
19685-B1™ (ATCC, Manassas, Vancouver, Kanada). Bakteriofag iz zbirke je bil 
dostavljen v Slovenijo v liofilizirani obliki. Izbrani bakteriofagni sev smo namnoževali 
na sevu bakterije S. aureus DPC 5246, ki smo ga pridobili od dr. Aidan Coffey-a, Cork 
Institute of Technology, Cork, Irska. Sev S. aureus RN 4220 pa smo pridobili od dr. 
Gabriele Balíková Novotná, Praga, Češka. E. coli XL1-Blue kompetentne celice 
(Agilent technologies Santa Clara, ZDA) smo uporabili za transformacijo in 
namnoževanje vektorja pUC18. Sev bakterije Bacillus subtilis +pC194 ATCC 37034 
(ATCC, Manassas, Vancouver, Kanada) smo uporabili za namnoževanje in izolacijo 
vektorja pC194, in je bila iz zbirke dostavljena v Slovenijo kot zamrznjena bakterijska 
kultura z dodanim glicerolom.  
 
Preostale bakterijske vrste, ki smo jih uporabili za določanje specifičnosti bakteriofaga 
K in za optimizacijo ter preverjanje meje detekcije testiranih metod, smo pridobili na 
Oddelku za medicinsko mikrobiologijo Koper Nacionalnega laboratorija za zdravje, 
okolje in hrano (preglednica 1).  
 
Po optimizaciji metod na čistih bakterijskih kulturah, smo metode preizkusili še na 
kliničnih vzorcih – na sonikatih kirurško odstranjenih sklepnih protez. V ta namen smo 
za raziskavo pridobili soglasje Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko (št. 
45/04/15). V raziskavo smo vključili sonikate bolnikov z omajanjem sklepne proteze, ki 
so se med letoma 2015 in 2017 operativno zdravili v Ortopedski bolnišnici Valdoltra, v 
Sloveniji. Bolnike smo, na podlagi znanih laboratorijskih in kliničnih kazalcev 
dostopnih iz popisov zdravljenja, s pomočjo kriterijev za določanje OSP (Trebše in 
Trampuž, 2012), razvrstili v skupini bolnikov z OSP in AOSP. Skupno so bili v 
raziskavo vključeni 104 sonikati bolnikov, 71 z AOSP in 33 z OSP. Od tega je bila pri 
17 bolnikih potrjena okužba z bakterijami rodu Staphylococcus. Vse sonikate smo 
pridobili takoj po sonikaciji. 
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Preglednica 1: Seznam uporabljenih bakterijskih vrst 
 
Table 1: List of used bacterial species 
 
Vrsta Oznaka seva 
Acinetobacter baumanii ATCC 19606 
Bacillus subtilis +pC194 ATCC 37034 
Enterobacter cloacae ATCC 13047 
Enterococcus faecalis ATCC 29212 
Escherichia coli ATCC 25922 
Escherichia coli Klinični izolat 
Escherichia coli XL1-Blue 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 
Staphylococcus aureus ATCC 29213 
Staphylococcus aureus ATCC 43300 
Staphylococcus aureus ATCC 700698 
Staphylococcus aureus ATCC 700699 
Staphylococcus aureus DPC 5246 
Staphylococcus aureus RN 4220 
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 
Staphylococcus epidermidis Klinični izolat 
Staphylococcus hycus ATCC 11249 
Staphylococcus saprophyticus ATCC 43867 
Staphylococcus hominis Klinični izolat 
Staphylococcus caprae Klinični izolat 
Staphylococcus capitis Klinični izolat 
 
3.1.1 Sonikacija operativno odvzetih sklepnih protez 
 
Sonikacija operativno odvzetih sklepnih protez je bila opravljena po protokolu 
Ortopedske bolnišnice Valdoltra, kot del rutinskega diagnostičnega postopka. 
Operativno odstranjena proteza je bila položena v plastični kontejner primerne velikosti 
in takoj prelita z Ringerjevo raztopino za izpiranje (B.Braun, Melsungen, Nemčija) 
tako, da je bil celoten vsadek v stiku s tekočino. Hermetično zaprt kontejner je bil 
najprej močno stresan za 30 s na vibracijskem mešalniku, nato pa položen v ultrazvočno 
kopel BactoSonic® (Bandelin GmbH, Berlin, Nemčija) napolnjeno s 4 % raztopino 
Tickopur TR3 (Bandelin GmbH, Berlin, Nemčija). Sonikacija je potekala 5 min pri 40 
kHz, za tem je bil kontejner z vsadkom ponovno stresan za 30 s. 
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3.1.2 Razdelitev bolnikov z omajanjem sklepne proteze glede na vzrok omajanja 
 
Okužbe smo opredelili v skladu z definicijo za okužbe sklepnih protez (Trebše in 
Trampuž, 2012). Na kratko: simptomatski  umetni sklep je okužen, kadar je  potrjeno 
vsaj eno izmed naslednjih stanj: 
1. prisotnost fistule,  ki komunicira z vsadkom; 
2. prisotnost gnoja v okolici umetnega sklepa, ki je potrjen citološko, 
histološko ali makroskopsko; 
3. prisotnost mikroorganizma izoliranega iz tekočin ali vsaj dveh vzorcev tkiv v 
okolici vsadka ali iz vsadka samega. 
 
3.1.3 Namnoževanje bakteriofaga K in določanje titra 
 
Bakteriofag K smo namnoževali z metodo konfluentnih plošč, prirejeno po Adamsu 
(1959), na gostitljski bakteriji S. aureus DPC 5246. Stresano prekonočno kulturo S. 
aureus DPC 5246 v možgansko-srčnem infuzijskem bujonu (BHI, iz angl. Brain Heart 
Infusion Broth) smo 100× redčili v svežem gojišču BHI in gojili pri 37 °C s stresanjem 
pri aerobnih pogojih do eksponentne faze rasti. Pripravili smo razredčino bakteriofaga K 
koncentracije približno 106 PFU/mL in primešali bakterijsko kulturo v eksponentni fazi 
rasti v volumskem razmerju 1:1 ter dobro premešali na vibracijskem mešalniku. Tako 
pripravljeno suspenzijo bakterije in bakteriofaga smo inkubirali s stresanjem pri 37 °C 
15 min. Po končani inkubaciji smo po 200 µL suspenzije prenesli v 3 mL mehkega 
agarja (0,7 % agarja v BHI), premešali in razlili na 70 mm plošče BHI. Plošče smo 
inkubirali 24 ur pri 37 °C in aerobnih pogojih. Naslednji dan smo na plošče z vidnimi 
številnimi plaki dodali po 3 mL SM pufra, plošče oblepili s parafilmom in inkubirali 4 
ure pri 37 °C in rahlim mešanjem. Po končani inkubaciji, smo SM pufer z eluiranimi 
bakteriofagi odpipetirali v sterilno 50 mL centrifugirko in centrifugirali na 9000 × g 10 
min, da smo se znebili ostankov agarja in bakterij. Supernatant z bakteriofagi smo 
prefiltrirali skozi 0,22 µm filter in shranili v hladilniku na 4 °C do uporabe. 
Titer založne suspenzije bakteriofagov smo redno preverjali z metodo štetja plakov 
(angl. plaque assay), prirejeno po Adamsu (Adams, 1959). Pripravili smo serijske 
razredčine suspenzije bakteriofaga K v BHI po Kochu (Koch, 1883) in po 100 µL 
razdelili v mikrocentrifugirke. Primešali smo po 100 µL kulture S. aureus DPC 5246 v 
eksponentni fazi rasti, ki smo jo pripravili tako, kot je opisano v prejšnjem odstavku. 
Mešanico smo 15 min inkubirali pri 37 °C s stresanjem 150 rev/min, nato pa po 200 µL 
prenesli v 3 mL mehkega agarja, premešali in razlili na 70 mm plošče BHI. Plošče smo 
inkubirali 24 ur pri 37 °C in aerobnih pogojih. Naslednji dan smo prešteli plake na 
ploščah in titer bakteriofagov izrazili kot PFU na mL. 
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3.2 DOLOČANJE SPECIFIČNOSTI BAKTERIOFAGA K ZA LIZO 
NAJPOGOSTEJŠIH POVZROČITELJEV OKUŽB SKLEPNIH PROTEZ 
 
Baktericidno sposobnost bakteriofaga K za najpogostejše povzročitelje okužb sklepnih 
protez smo določili z metodo štetja plakov v kapljici (angl. spot assay) (Carlson, 2005) 
in s testom spremljanja bakterijske lize v tekoči kulturi (Hyman in Abedon, 2010). Na 
občutljivih sevih smo z metodo štetja plakov nato določili še učinkovitost nastanka 
plakov (EOP, iz angl. efficiency of plating). 
 
3.2.1 Metoda štetja plakov v kapljici 
 
V 5 mL mehkega agarja pripravljenega iz hranilnega bujona (NB2, iz angl. nutrient 
broth no. 2) (Atlas, 2010) z dodanim 0,7 % agarja (Agar technical, Biolife, Milan, 
Italija) smo dodali 100 µL posamezne aktivno rastoče bakterijske kulture, premešali na 
vibracijskem mešalniku in prelili čez 90 mm plošče hranilnega agarja (NA2, iz angl. 
nutrient agar no. 2) (Atlas, 2010). Pripravili smo serijske razredčine suspenzije 
bakteriofaga K v NB2 po Kochu (Koch, 1883) in jih na predhodno označene plošče 
nanašali v obliki kapljic (po 10 µL). Na vsako ploščo smo nanesli vse razredčine in 
čisto gojišče za negativno kontrolo. Ko so se kapljice posušile, smo plošče inkubirali pri 
37 °C in aerobnih pogojih 24 ur. Za vsako bakterijsko vrsto smo tako pripravili po dve 
vzporedni plošči in poizkus ponovili v treh neodvisnih ponovitvah. 
 
3.2.2 Test spremljanja bakterijske lize v tekoči kulturi 
 
Baktericidno sposobnost bakteriofaga K smo potrdili s testom spremljanja bakterijske 
lize v tekoči kulturi. Posamezni bakterijski kulturi sredi eksponentne faze rasti (OD590 
okoli 0,4) smo dodali suspenzijo bakteriofaga K pri multipliciteti infekcije (MOI, iz 
angl. multiplicity of infection)1 100 in med gojenjem spremljali optično gostoto (OD, iz 
angl. optical density) kulture. V kolikor je prišlo do znižanja vrednosti OD smo sev 
smatrali za občutljiv na lizo z bakteriofagom K. 
 
3.3 METODA DOLOČANJA PRISOTNOSTI STAFILOKOKOV PREKO LIZE Z 
BAKTERIOFAGOM K IN DETEKCIJE SPROŠČENEGA ATP 
 
3.3.1 Določanje optimalnih parametrov 
 
Pri določanju optimalnih parametrov za detekcijo ATP smo spremljali sproščanje ATP 
iz bakterij S. aureus ATCC 25923 in S. epidermidis ATCC 12228 z lizo z 
bakteriofagom K pri različnih pogojih. ATP koncentracijo v vzorcih smo določili z 
                                                 
1 Multipliciteta infekcije pomeni razmerje med številom bakteriofagov in številom bakterij v suspenziji. 
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uporabo ATP Bioluminescence Assay CLS II kita (Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim, Nemčija) po navodilih proizvajalca. Intenziteto bioluminiscence smo 
izmerili s Tecan Infinite M200 Pro (Tecan, Mannedorf, Švica) z integracijskim časom 
10 s. Za določitev koncentracije ATP v vzorcih smo uporabili metodo standardnega 
dodatka (Harris, 2010) in iz meritev luminiscence izračunali ATP koncentracijo z 
uporabo formule standardnega dodatka: 
 
[𝑋]𝑖 =
𝑆𝑥×[𝑆]𝑖×𝑉𝑠
𝐼𝑠+𝑥×(𝑉𝑥+𝑉𝑠)−𝐼𝑥×𝑉𝑥
       … (2) 
 
pri čemer je nepoznana koncentracija ATP [X]i v vzorcu z volumnom Vx dala 
intenziteto bioluminiscence Ix. Volumen ATP standarda Vs s koncentracijo [S]i smo 
nato dodali vzorcu in izmerili intenziteto bioluminiscence Is+x. 
 
Vzorce za analizo smo pripravili tako, da smo prekonočne bakterijske kulture redčili v 
svežem NB2 gojišču in inkubirali na 37 °C  z mešanjem na orbitalnem stresalniku 
(Sanyo orbital shaker, Osaka, Japonska) 150 rev/min. Za analizo, smo 1 mL vzorca 
centrifugirali v centrifugi Eppendorf ® Minispin (Eppendorf AG, Hamburg, Nemčija) 5 
min pri največji hitrosti. Po 50 µL supernatanta smo odvzeli v treh ponovitvah in 
pomerili intenziteto bioluminiscence ozadja. Nato smo dodali po 50 µL luciferaznega 
reagenta in pomerili intenziteto bioluminiscence vzorca. Po dodatku 10 µL raztopine 
ATP standarda s koncentracijo 1,65 µmol/L smo pomerili še intenziteto 
bioluminiscence Is+x. 
 
V vsak poskus je bil vključen referenčni (kontrolni) vzorec ustrezno redčene bakterijske 
kulture brez dodatka bakteriofaga. Koncentracijo ATP v gojišču in v suspenziji 
bakteriofaga smo določili in odšteli od referenčnih kontrol oz. vzorcev. 
 
Vsak poskus smo opravili v treh neodvisnih ponovitvah s tremi paralelkami. Število 
bakterij v redčenih vzorcih smo izrazili kot CFU/mL. 
 
3.3.1.1 Določanje optimalnega časa za detekcijo ATP 
 
Pri določanju optimalnega časa za detekcijo ATP v vzorcih, smo kulture S. aureus in S. 
epidermidis redčili do koncentracije 1 × 107 CFU/mL. Nato smo dodali suspenzijo 
bakteriofaga K v MOI 10 in inkubirali 3,5 ur. Za določanje koncentracije sproščenega 
ATP smo vzorčili pri časih 0, 60, 120, 180 in 210 min. Vzporedno smo po 100 µL 
vzorca razmazali na NA2 plošče za določitev števila viabilnih bakterij. 
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3.3.1.2 Vpliv MOI na detekcijo ATP 
 
Da bi določili vpliv MOI na sproščanje in detekcijo ATP, smo bakterijske kulture 
redčili do koncentracije 1 × 107 CFU/mL. Sproščanje ATP smo spremljali ob dodatku 
bakteriofaga K pri različnih MOI: 0,1, 1, 10 in 100. Vzorčili smo pri času 120 min. 
 
3.3.1.3 Določitev meje detekcije 
 
Mejo detekcije metode smo določili tako, da smo pripravili redčene bakterijske kulture 
S. aureus in S. epidermidis s koncentracijami od 1 × 107 CFU/mL do 1 × 103 CFU/mL. 
Tako pripravljenim vzorcem bakterij smo nato dodali suspenzijo bakteriofaga K v 
končni koncentraciji v vzorcih  1 × 108 PFU/mL. Po 120 min inkubacije smo merili 
bioluminiscenco in izračunali koncentracije ATP v vzorcih kot že opisano. Mejo 
pozitivnosti smo določili kot povprečno vrednost referenčnega vzorca s pribitkom tri-
kratne vrednosti standardne deviacije (SD) testiranega vzorca.  
 
Vzorec smo smatrali kot pozitiven, ko je ATP koncentracija v vzorcu presegala 
vrednost izračunane meje pozitivnosti. Mejo detekcije smo na to določili pri minimalni 
koncentraciji bakterij, pri kateri smo še dobili pozitiven rezultat detekcije. 
 
3.4 METODA DOLOČANJA PRISOTNOSTI STAFILOKOKOV S POMOČJO 
POMNOŽEVANJA BAKTERIOFAGA K IN DETEKCIJE BAKTERIOFAGNE 
DNK Z METODO qPCR 
 
3.4.1 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov za metodo qPCR 
 
Pri načrtovanju specifičnih začetnih nukleotidov smo uporabili znano nukleotidno 
zaporedje glavnega plaščnega proteina bakteriofaga K (NC_005880.2). S prosto  
dostopnim  programom  (IDT,  Integrated  DNA  Technologies,  Inc.) smo preverili, da 
izbrani začetni nukleotidi (preglednica 2) ne tvorijo sekundarnih struktur in dimerov. 
Njihovo specifičnost pa smo nato preverili in silico s primerjanjem z znanimi zaporedji 
genov iz genomske banke (GenBank) z uporabo algoritma BLAST (angl. Basic Local 
Alignment Search Tool). 
 
Preglednica 2: Izbrani začetni oligonukleotidi 
 
Table 2: Selected oligonucleotides 
 
Oznaka Zaporedje 5' - 3' Dolžina pridelka PCR (bp) 
Mesto naleganja (glede na 
NC_005880.2) 
F1 CGTAGGTCACTCTCGTTTCG 
221 
51253-51272 
R1 CGTCACCGTAGAATGAAGCC 51454-51473 
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3.4.2 Izolacija bakteriofagne DNK 
 
DNK bakteriofaga K smo izolirali s pomočjo kompleta za izolacijo DNK Wizard® 
Genomic DNA Purification Kit (Promega) pri čemer smo uporabili protokol 
proizvajalca z  nekaterimi  spremembami. Za izolacijo smo uporabili suspenzijo 
bakteriofaga K v SM pufru s koncentracijo 1 × 1010 PFU/mL.  
 
Protokol izolacije bakteriofagne DNK: 
- Pripravili smo 500 µL bakteriofagne suspenzije in ji dodali 300 µL raztopine 
Nuclei lysis ter inkubirali 10 min pri 80 °C. 
- Vzorce smo ohladili na sobno temperaturo, dodali 2 µL raztopine encima 
RNaza in inkubirali 1 h pri 37 °C. 
- Vzorce smo ponovno ohladili na sobno temperaturo, dodali 270 µL raztopine 
za precepitacijo proteinov in 20 s intenzivno mešali na vrtičnem mešalniku. 
Premešano suspenzijo smo inkubirali na ledu 5 min. 
- Vzorce smo 3 min centrifugirali v namizni centrifugi Eppendorf ® Minispin 
centrifuge (Eppendorf AG, Hamburg, Nemčija) pri največji hitrosti (13400 
vrtljajev na minuto (rpm, iz angl. revolutions per minute) in supernatant 
prenesli v 800 µL  izopropanola ter premešali. 
- Sledilo je 2 min centrifugiranje, resuspendiranje peleta v 600 µL 70 % 
etanola in ponovno 2 min centrifugiranje. 
- Supernatant smo aspirirali ter pelet sušili pri sobni temperaturi 15 min. 
- Pelet smo rehidrirali preko noči pri 4 °C v 50 µL raztopine za rehidracijo. 
 
Koncentracijo izolirane bakteriofagne DNK smo določili z uporabo reagentov Qubit® 
dsDNA BR Assay Kit (Life Technologies) in merjenjem s fluorometrom QubitTM po 
navodilih proizvajalca. 
 
3.4.3 Optimizacija metode qPCR 
 
V postopku optimizacije smo na 10-kratnih razredčinah bakteriofagne DNK preverili 
ustrezno temperaturo naleganja in določili optimalno koncentracijo začetnih 
oligonukleotidov. Naleganje smo preverili pri štirih različnih temperaturah (55, 58, 59 
in 60 °C) in optimalno koncentracijo določili na podlagi testiranja treh različnih 
koncentracij (250, 450 in 650 nM) začetnih oligonukleotidov.  
 
Optimiziran postopek za dokazovanje prisotnosti bakterij na podlagi pomnoževanja 
DNK bakteriofaga K z metodo qPCR smo izvajali v 20 µL reakcijske mešanice 
(preglednica 3) pri pogojih, ki so predstavljeni v preglednici 4. 
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Preglednica 3: Sestava reakcijske mešanice za posredno določanje bakterij na osnovi pomnoževanja 
bakteriofagne DNK 
 
Table 3: Composition of the reaction mixture for the indirect determination of bacteria based on 
amplification of bacteriophage DNA 
 
Reagent 
Volumen 
(µL) 
Proizvajalec 
2x Syber Green PowerUp master mix 10 Applied Biosystems, ZDA 
Začetni oligonukleotid F1 (10µM) 0,9 Integrated DNA Technologies, ZDA 
Začetni oligonukleotid F1 (10µM) 0,9 Integrated DNA Technologies, ZDA 
Voda brez nukleaz 7,2 Invitrogen, ZDA 
Preiskovana DNK 1 / 
Skupaj 20 / 
 
Preglednica 4: Pogoji pomnoževanja bakteriofagne DNK v qPCR za določevanje prisotnosti bakterij v 
vzorcu 
 
Table 4: Conditions for multiplying bacteriophage DNA in the qPCR to determine the presence of 
bacteria in the sample 
 
Stopnja reakcije 
Temperatura 
(°C) 
Čas 
(s) 
Število 
ciklov 
Aktivacija UDG 50 120 1 
Aktivacija DNK polimeraze 95 120 1 
Pomnoževanje DNK 
Denaturacija 95 1 
45 Prileganje začetnih oligonukleotidov 
in podaljševanje verige 
60 30 
Disociacija pridelkov 95 1  
 
Stopnjo disociacije smo dodali za eksperimentalno pridobitev talilne krivulje.  
 
V vsakem poizkusu je bila kot negativna kontrola (NTC, iz angl. no template control) 
vključena suspenzija brez bakteriofagne DNK. 
 
3.4.3.1 Primerjava qPCR na bakteriofagni DNK in fagni suspenziji 
 
Pripravili smo 10-kratne razredčine bakteriofagne DNK, predhodno izolirane iz 
suspenzije bakteriofaga K v SM pufru s koncentracijo 1 × 1010 PFU/mL,  in 10-kratne 
razredčine bakteriofagne suspenzije s titrom 5,2 × 109 PFU/mL. Pomnoževanje DNK 
bakteriofaga K z metodo qPCR smo izvedli po postopku in pogojih predstavljenih v  
preglednicah 3 in 4. Rezultate smo primerjali glede na vrednost cikla praga detekcije 
(Ct, iz angl. cycle treshold) doseženo v primerjavi s številom plakotvornih enot 
bakteriofaga K na µL vzorca z metodo linearne regresije. 
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3.4.3.2 Vpliv dodatka kloroforma na detekcijo 
 
Pripravili smo 10-kratne razredčine prekonočne bakterijske kulture S. aureus ATCC 
25923 v BHI v končnih koncentracijah od 7,8 × 106 CFU/mL do 0 CFU/mL. 890 µL 
vsake izmed razredčin smo dodali po 10 µL bakteriofagne suspenzije s koncentracijo 
106 PFU/mL (končna koncentracija v vzorcu je bila 104 PFU/mL) in inkubirali 180 min 
na 37 °C z mešanjem na orbitalnem stresalniku (Sanyo orbital shaker, Osaka, Japonska) 
200 rpm. V vsakem poizkusu je bila kot NTC vključena bakterijska suspenzija brez 
dodatka bakteriofaga K.  
 
Opravili smo dva vzporedna poizkusa in sicer smo v enem poizkusu po inkubaciji 
vzorcem dodali po 30 µL kloroforma, pri vzporednem poizkusu pa kloroforma nismo 
dodali. Vse vzorce smo na vrtičnem mešalniku mešali 2 min. Nato smo jih 5 min 
centrifugirali v namizni centrifugi Eppendorf ® Minispin centrifuge (Eppendorf AG, 
Hamburg, Nemčija) pri hitrosti 7000 rpm. Supernatant s preiskovano DNK smo 
uporabili v reakciji qPCR pri pogojih predstavljenih v preglednicah 3 in 4 ter primerjali 
rezultate poizkusov uporabe oz. neuporabe kloroforma. 
 
3.4.3.3 Optimizacija časa inkubacije in začetne koncentracije bakteriofagne suspenzije 
ter določitev meje detekcije metode 
 
Pripravili smo 10-kratne razredčine prekonočne bakterijske kulture S. aureus ATCC 
25923 v BHI v končnih koncentracijah od 6,8 × 106 CFU/mL do 0 CFU/mL. 890 µL 
vsake izmed razredčin smo dodali po 10 µL bakteriofagne suspenzije in inkubirali na 37 
°C z mešanjem na orbitalnem stresalniku (Sanyo orbital shaker, Osaka, Japonska) 200 
rpm.  
 
Opravili smo štiri vzporedne preizkuse, pri čemer smo preverjali uporabo dveh različnih 
končnih koncentracij bakteriofagne suspenzije (103 PFU/mL in 104 PFU/mL) pri dveh 
različnih časih inkubacije (120 min in 180 min). V vsakem poizkusu je bila kot NTC 
vključena bakterijska suspenzija brez dodatka bakteriofaga K. Po inkubaciji, smo 
vsakemu izmed vzorcev dodali po 30 µL kloroforma in na vrtičnem mešalniku mešali 2 
min. Vzorce smo nato 5 min centrifugirali v namizni centrifugi Eppendorf ® Minispin 
centrifuge (Eppendorf AG, Hamburg, Nemčija) pri hitrosti 7000 rpm. Supernatant s 
preiskovano DNK smo uporabili v qPCR pri pogojih predstavljenih v preglednicah 3 in 
4. 
 
Spodnjo mejo pozitivnosti smo določili kot povprečje vrednosti Ct referenčnega vzorca 
od katerega smo odšteli tri-kratno vrednost SD. Vzorec smo smatrali kot pozitiven, ko 
je bila vrednost Ct vzorca nižja od spodnje meje pozitivnosti. Mejo detekcije smo na to 
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določili pri minimalni koncentraciji bakterij, pri kateri smo še dobili pozitiven rezultat 
detekcije. 
 
3.4.3.4 Optimizacija volumna preiskovane DNK na reakcijo qPCR 
 
Pripravili smo 10-kratne razredčine prekonočne bakterijske kulture S. aureus ATCC 
25923 v BHI v končnih koncentracijah od 7,8  × 107 CFU/mL do 0 CFU/mL. 890 µL 
vsake izmed razredčin smo dodali po 10 µL bakteriofagne suspenzije do končne 
koncentracije 104 PFU/mL in inkubirali 180 min na 37 °C z mešanjem na orbitalnem 
stresalniku (Sanyo orbital shaker, Osaka, Japonska) 200 rpm.  
 
Po inkubaciji, smo vsakemu izmed vzorcev dodali po 30 µL kloroforma in na vrtičnem 
mešalniku mešali 2 min. Vzorce smo nato 5 min centrifugirali v namizni centrifugi 
Eppendorf ® Minispin centrifuge (Eppendorf AG, Hamburg, Nemčija) pri hitrosti 7000 
rpm. V reakciji qPCR smo testirali uporabo dveh različnih volumnov (1 µL in 1,5 µL) 
supernatanta s preiskovano DNK pri pogojih predstavljenih v preglednicah 3 in 4.  
 
3.5 PRIPRAVA KONSTRUKTA ZA HOMOLOGNO REKOMBINACIJO 
BAKTERIOFAGA K 
 
Izolacijo plazmidnih DNK iz bakterijskih kultur smo izvajali s komercialnim kitom 
GenJET Plasmid Miniprep kit (Thermo Scientific, Waltham, ZDA) po navodilih 
proizvajalca.  
 
Koncentracije izoliranih plazmidov ali DNK fragmentov smo določali z uporabo 
fluorometra QubitTM (Life Technologies, Carlsbad, ZDA) in s setom reagentov Qubit® 
dsDNA BR Assay Kit (Life Technologies, Carlsbad, ZDA) po navodilih proizvajalca. 
 
Restrikcijske fragmente smo ločevali z agarozno gelsko elektroforezo, pri čemer smo v 
elektroforezno komoro pripravili 1 % (m/v) agarozni gel (1 g agaroze + 100 mL 1× 
pufra TAE), ki smo mu dodali 10 μl 10.000× barvila SYBR® Safe DNA Gel Stain 
(Invitrogen, Carlsbad, ZDA). V luknjice gela smo nanesli velikostni standard 
GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific, Waltham, ZDA) ter vzorce, katerim 
smo dodali ustrezno količino 6× nanašalnega  pufra (Thermo Scientific, Waltham, 
ZDA). Elektroforeza  je  potekala eno uro v 1× pufru  TAE pri napetosti 100 V. 
 
3.5.1 Načrtovanje nukleotidnega zaporedja vstavka za homologno rekombinacijo 
bakteriofaga K 
 
Nukleotidno zaporedje vstavka za homologno rekombinacijo bakteriofaga K smo 
načrtovali na podlagi sekveniranega genoma bakteriofaga K dostopnega v genski banki 
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GenBank pod št. KF766114. Podobno kot (Loessner in sod., 1996), ki so s homologno 
rekombinacijo v bakteriofag A511 vstavili gen na luciferazo, smo načrtovali vstavitev 
gena za ojačani zeleni fluorescenčni protein (EGFP, iz angl. enhanced green fluorescent 
protein) v območje genoma bakteriofaga K, ki kodira strukturne beljakovine. In sicer 
smo vstavitev vključka načrtovali takoj za genom za bakteriofagno glavno beljakovino 
kapside (CPS, iz angl. major capsid protein). 
 
Pripravili  smo  načrt vstavka za homologno rekombinacijo bakteriofaga K (slika 3), 
skupaj z restrikcijskimi mesti za vstavitev v vektor pUC18. Na 5' konec nukleotidnega 
zaporedja smo pred restrikcijskim mestom za restrikcijsko endonukleazo SacI dodali 6 
baz, ravno toliko tudi za restrikcijskim mestom za restrikcijsko endonukleazo XbaI na 3' 
konec zaporedja, da smo restrikcijskima endonukleazama omogočili rezanje. Na obeh 
koncih nukleotidnega zaporedja za EGFP (dostopen v genski banki GenBank pod št. 
gena: 20473140) smo načrtovali nukleotidni zaporedji homologni delom nukleotidnega 
zaporedja genoma bakteriofaga K. Na 5' koncu nukleotidnega zaporedja za EGFP smo 
načrtovali 418 bp dolgo homologno zaporedje, ki predstavlja 3' konec zaporedja 
bakteriofagnega gena za CPS (KF766114.1, 51967 – 52384 bp) in 6 bp vezavnega 
mesta za ribosom (RBS, iz angl. ribosome binding site) ter 9 bp dolg vmesnik. Na 3' 
koncu pa 360 bp homolognega zaporedja, ki predstavlja začetek zaporedja za 
bakteriofagni odprti bralni okvir (OFR, iz angl. open reading frame) št. 45 
(KF766114.1, 52410 – 52769 bp). 
 
 
Slika 3: Načrt vstavka za homologno rekombinacijo bakteriofaga K 
 
Figure 3: Map of the insert for homologous recombination of bacteriophage K 
 
Sintetično nukleotidno zaporedje smo naročili preko storitve GeneArt® Strings™ DNA 
Fragments (Thermo Fisher Scientific, Waltham, ZDA) in je bilo v Slovenijo dostavljeno 
v liofilizirani obliki. Rehidracijo 5 µg sintetičnega nukleotidnega zaporedja smo izvedli 
z eno urno inkubacijo na sobni temperaturi po dodatku 10 µL sterilne destilirane vode. 
Celoten nukleotidni zapis za načrtovani vstavek se nahaja v prilogi A. 
 
3.5.2 Restrikcija, ligacija in namnoževanje vstavka za homologno rekombinacijo 
v vektorju pUC18 
 
E. coli XL1-Blue kompetentne celice (Agilent technologies Santa Clara, ZDA) smo 
uporabili za transformacijo in namnoževanje vektorja pUC18, ki smo ga dobili v 
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kompletu s kompetentnimi celicami. Transformacijo E. coli XL1-Blue smo izvedli po 
navodilih proizvajalca. Vektor pUC18 smo namnožili z gojenjem E.coli XL1-
Blue+pUC18 v LB gojišču z dodanim ampicilinom (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, 
ZDA) v končni koncentraciji 100 µg/mL na 37 °C preko noči z mešanjem na orbitalnem 
stresalniku pri hitrosti 250 rpm. DNK vektorja pUC18 smo izolirali s komercialnim 
kitom GenJET Plasmid Miniprep kit in določili koncentracijo z uporabo fluorometra 
QubitTM. 
 
Restrikcijo vektorja pUC18 in sintetičnega zaporedja z restrikcijskima endonukleazama 
XbaI in SacI smo izvedlji s pripravo restrikcijskih mešanic opisanih v preglednicah 5 in 
6. Restrikcijske mešanice smo inkubirali 2 uri na 37 °C. 
 
Preglednica 5: Restrikcija vektorja pUC18 z restrikcijskima endonukleazama XbaI in SacI 
 
Table 5: Restriction of the vector pUC18 with restriction endonucleases XbaI and SacI 
 
Reagent Volumen (µL) Proizvajalec 
Sterilna destilirana voda 10 / 
10× pufer Tango 2 Thermo Scientific, Waltham, ZDA 
pUC18 (125,8 ng/µL) 5 / 
XbaI (10 U/µL) 1 Thermo Scientific, Waltham, ZDA 
SacI (10 U/µL) 2 Thermo Scientific, Waltham, ZDA 
Skupaj 20 / 
 
Preglednica 6: Restrikcija sintetičnega nukleotidnega zaporedja z restrikcijskima endonukleazama XbaI in 
SacI 
 
Table 6: Restriction of the synthetic nucleotide sequence with restriction endonucleases XbaI and SacI 
 
Reagent Volumen (µL) Proizvajalec 
Sterilna destilirana voda 13 / 
10× pufer Tango 2 Thermo Scientific, Waltham, ZDA 
Sintetično nukleotidno zaporedje (0,5 ng/µL) 2 Thermo Scientific, Waltham, ZDA 
XbaI (10 U/µL) 1 Thermo Scientific, Waltham, ZDA 
SacI (10 U/µL) 2 Thermo Scientific, Waltham, ZDA 
Skupaj 20 / 
 
Restrikcijske fragmente smo nato ločili z agarozno gelsko elektroforezo. Restrikcijske 
fragmente ustrezne dolžine smo izrezali iz gela pod UV lučjo. Izolacijo DNK rezanih 
fragmentov vektorja pUC18 in vstavka smo izvedli s komercialnim kitom GenJET Gel 
Extraction kit in določili koncentracijo (preglednica 7). 
 
V ligacijski  mešanici (preglednica 7) smo združili  lineariziran  vektor  pUC18 in 
vstavek s štrlečimi konci, ki jih je ligaza T4 zlepila. Pod enakimi pogoji smo pripravili 
tudi negativno kontrolo, ki ni vsebovala inserta. Ligacijske mešanice smo inkubirali na 
16 °C preko noči. 
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Preglednica 7: Ligacija rezanega vektorja pUC18 in vstavka 
 
Table 7: Ligation of the digested vector pUC18 and insert 
 
  Negativna kontrola  
Reagent Volumen (µL) Volumen (µL) Proizvajalec 
Sterilna destilirana voda 3,5 13,5 / 
10× T4 ligacijski pufer 2 2 Thermo Scientific, ZDA 
Rezan vstavek (1,04 ng/µL) 10 / / 
Rezan pUC18 (5,84 ng/µL) 4 4 / 
T4 DNA ligaza (5 Weiss U/µL) 0,5 0,5 Thermo Scientific, ZDA 
Skupaj 20 20 / 
 
Transformacijo ligacijske mešanice v E. coli XL1-Blue smo izvedli po navodilih 
proizvajalca, pri čemer smo uporabili 5 µL ligacijske mešanice in 1 µL vektorja pUC18 
(pozitivna kontrola). Na selektivnem gojišču (LB agar + ampicilin v končni 
koncentraciji 100 µg/mL) je, pri transformaciji z ligacijsko mešanico, zraslo 18 
bakterijskih kolonij. Da bi preverili vsebnost pravilno ligiranega vektorja z vstavkom, 
smo iz vsake kolonije pripravili prekonočno kulturo tako, da smo v 4 mL LB z 
ampicilinom v končni koncentraciji 100 µg/mL sterilno precepili kolonijo in inkubirali 
na 37 °C s stresanjem na orbitalnem mešalniku s hitrostjo 250 rpm preko noči. Nato 
smo izvedli izolacijo DNK vektorja iz posamezne prekonočne kulture. Ustreznost 
izoliranih vektorjev smo preverili z ločevanjem z agarozno gelsko elektroforezo, kot že 
opisano. Izkazalo se je, da se je pravilno ligiran vektor pUC18 z vstavkom (v 
nadaljevanju pUC18+vstavek) transofrmiral v 13 primerih (slika 4). 
 
 
Slika 4: Fotografija izoliranih vektorjev pod UV lučjo po ločevanju v agaroznem gelu 
 
Figure 4: Photo of isolated vectors under UV light after separation in agarose gel 
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Slika 5: Shema vektorja pUC18+vstavek 
 
Figure 5: Map of the vector pUC18+insert 
 
Vektorje ustrezne dolžine 4184 bp (slika 5) smo pod UV lučjo izrezali iz agaroznega 
gela in izvedli izolacijo DNK, pri čemer smo DNK eluirali v 30 µL sterilne destilirane 
vode in določili koncentracije. Izoliran pUC18+vstavek smo do nadaljnje uporabe 
shranili na -20 °C. 
 
3.5.3 Restrikcija vektorjev pUC18+vstavek in pC194 in ligacija vstavka v pC194 
 
Za namnoževanje in izolacijo vektorja pC194 smo uporabili sev B. subtilis +pC194 
(ATCC 37034), ki je bil iz zbirke dostavljen v Slovenijo kot zamrznjena bakterijska 
kultura z dodanim glicerolom. Revitalizacijo seva smo izvedli z nacepitvijo na TSA 
ploščo z dodanim kloramfenikolom (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, ZDA),  v končni 
koncentraciji 10 µg/mL in inkubacijo preko noči na 37 °C. Za izolacijo vektorja pC194 
smo po 10 mL NB z dodanim kloramfenikolom do koncentracije 10 µg/mL inokulirali s 
po eno kolonijo B. subtilis +pC194 in inkubirali 6 ur na 37 °C z mešanjem (200 rpm). 
Izolacijo plazmida pC194 smo izvedli s komercialnim kitom GenJET Gel Extraction kit 
in vektor eluirali v 30 µL sterilne destilirane vode ter  določili koncentracijo plazmida 
pC194 (preglednica 9). 
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Restrikcijo vektorjev pUC18+vstavek (v štirih ponovitvah) in pC194 (v petih 
ponovitvah) z restrikcijskima endonukleazama HindIII in PvuII smo izvedlji s pripravo 
restrikcijskih mešanic opisanih v preglednicah  8 in 9. Restrikcijske mešanice smo 
inkubirali 1 uro na 37 °C. 
 
Preglednica 8: Restrikcija vektorja pUC18+vstavek z restrikcijskima endonukleazama HindIII in PvuII 
 
Table 8: Restriction of the vector pUC18+insert with restriction endonucleases HindIII and PvuII 
 
Reagent Volumen (µL) Proizvajalec 
Sterilna destilirana voda 11,5 / 
10× pufer R 2 Thermo Scientific, Waltham, ZDA 
pUC18+vstavek (312 ng/µL) 3,5 / 
HindIII (10 U/µL) 1 Thermo Scientific, Waltham, ZDA 
PvuII (10 U/µL) 2 Thermo Scientific, Waltham, ZDA 
Skupaj 20 / 
 
Preglednica 9: Restrikcija vektorja pC194 z restrikcijskima endonukleazama HindIII in PvuII 
 
Table 9: Restriction of the vector pC194 with restriction endonucleases HindIII and PvuII 
 
  Za kontrolo  
Reagent Volumen (µL) Volumen (µL) Proizvajalec 
10× pufer G / 2 / 
10× pufer R 2 / Thermo Scientific, Waltham, ZDA 
pC194  15 (13,4 ng/ µL) 17,5 (19,59 ng/µL) / 
HindIII (10 U/µL) 1 / Thermo Scientific, Waltham, ZDA 
PvuII (10 U/µL) 2 0,5 Thermo Scientific, Waltham, ZDA 
Skupaj 20 20 / 
 
Restrikcijske fragmente smo ločili z agarozno gelsko elektroforezo.  
 
Šuster K. Določanje bakterij rodu Staphylococcus pri okužbah … sklepnih protez. 
    Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
35 
 
 
 
Slika 6: Restrikcijski fragmenti pUC18+vstavek (A) in pC194 (B) po restrikciji z endonukleazama PvuII 
in HindIII 
 
Figure 6: Restriction fragments pUC18+insert (A) and pC194 (B) after restriction with endonucleases 
PvuII and HindIII 
 
Restrikcijske fragmente (slika 6) ustrezne dolžine (1725 bp vstavka izrezanega iz 
pUC18+vstavek in 2583 bp rezanega pC194) smo izrezali iz gela pod UV lučjo. 
Izolacijo DNK rezanih fragmentov vektorja pC194 in vstavka smo izvedli s 
komercialnim kitom GenJET Gel Extraction kit, pri čemer smo enake fragmente 
združili na eno kolono za namen koncentriranja in določili koncentracijo fragmentov 
(preglednica 10).  
 
V ligacijski  mešanici (preglednica 10) smo združili  lineariziran  vektor  pC194 in 
vstavek (slika 7) v treh vzporednih ponovitvah. Kot pozitivno kontrolo ligacije smo 
uporabili vektor pC194 lineariziran z rezanjem s PvuII. Ligacijsko mešanico smo 
inkubirali na 16 °C preko noči. Ligacijske mešanice smo prečistili s komercialnim 
kitom GFX Illustra PCR/gel purification (GE Healthcare, Piscataway, ZDA) in eluirali 
v 20 µL elucijskega pufra 6. 
 
  
B A 
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Preglednica 10: Ligacija rezanega vektorja pC194 in vstavka 
 
Table 10: Ligation of the restriction fragment of vector pC194 and insert 
 
 Ligacija Poz. kontrola  
Reagent Volumen (µL) Volumen (µL) Proizvajalec 
Sterilna destilirana voda 0,6 7,5 / 
10× T4 ligacijski pufer 2 2 Thermo Scientific, ZDA 
Vstavek (23,2 ng/µL) 8 / / 
pC194 rezan s HindIII in PvuII (12,27 ng/µL) 6,4 / / 
pC194 lineariziran s PvuII (9,5 ng/µL) / 10 / 
50 % PEG 4000 2 / Thermo Scientific, ZDA 
T4 DNA ligaza (5 Weiss U/µL) 1 0,5 Thermo Scientific, ZDA 
Skupaj 20 20 / 
 
 
 
Slika 7: Shema vektorja pC194+vstavek 
 
Figure 7: Map of the vector pC194+insert 
 
3.5.4 Priprava elektrokompetentnih bakterij S. aureus RN 4220 in vstavljanje 
konstrukta z elektroporacijo 
 
Pripravili smo 200 mL 10× redčine prekonočne kulture S. aureus RN4220 v BHI in 
inkubirali dve uri na 37 °C z mešanjem na orbitalnem stresalniku pri hitrosti 150 rpm. 
Kulturo smo nato 10 min centrifugirali v centrifugi Heraeus Multifuge 1 SR (Heraeus, 
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Hanau, Nemčija) predhodno ohlajeni na 4 °C pri hitrosti 4000 ×g. Supernatant smo 
zavrgli, pelet pa resuspendirali v 50 mL sterilne destilirane vode, ki smo jo predhodno 
ohladili na 4 °C. Koraka centrifugiranja in resuspendiranja smo ponovili še 1×. Nato 
smo suspenzijo ponovno centrifugirali pri enakih pogojih, odlili supernatant in pelet 
resuspendirali v 5 mL 10 % glicerola, ki smo ga predhodno ohladili na 4 °C. Sledilo je 
vnovično centrifugiranje in resuspendiranje peleta v 2 mL 10 % ohlajenega glicerola. Za 
tem smo suspenzijo še zadnjič centrifugirali in pelet resuspendirali v 200 µL 10 % 
ohlajenega glicerola. Tako pripravljene elektrokompetentne celice smo shranili v 
alikvotih po 50 µL na -80 °C do uporabe. 
 
Elektrokompetentne bakterije S. aureus RN4220 smo 5 min odtajali pri sobni 
temperaturi. Sledilo je 10 min centrifugiranje v namizni centrifugi Eppendorf ® 
Minispin centrifuge (Eppendorf AG, Hamburg, Nemčija) pri hitrosti 10000 rpm. Pelet 
smo resuspendirali v 500 µL 10 % glicerola, ki smo ga predhodno ohladili na 4 °C. 
Koraka centrifugiranja in resuspendiranja smo ponovili še 1×. Suspenzijo smo nato še 
zadnjič centrifugirali v namizni centrifugi Eppendorf ® Minispin centrifuge (Eppendorf 
AG, Hamburg, Nemčija) pri hitrosti 10000 rpm 10 min. Pelet smo resuspendirali v 85 
µL 10 % glicerola z dodano saharozo v končni koncentraciji 100 mM ohlajenem na 4 
°C. Elektroporacijo  bakterij  smo  izvedli tako,  da  smo  k  odtajanim  kompetentnim  
celicam dodali 2 µL vektorja pC194+vstavek (slika 7) in 3 µL dH2O. Transformacijsko 
mešanico smo nežno premešali s pipetiranjem in jo nato inkubirali 5 min pri sobni 
temperaturi. Nato smo mešanico prenesli v predhodno ohlajeno 2 mm elektroporacijsko 
kiveto in jo vstavili v elektroporator BTX Harvard Apparatus Gemini System (BTX 
Harvard Apparatus, Holliston, ZDA). Elektroporacijo smo izvajali pri sledečih pogojih: 
napetost 2500 V, upornost 100 Ω, kapacitivnost 25 µF, časovna konstanta 2,5 ms. Po 
elektroporaciji smo elektroporirane celice prenesli v 900 µL na 37 °C predhodno 
ogretega gojišča SOC in kulturo inkubirali 2 h na 37 °C s stresanjem 150 rpm. Kulturo 
smo centrifugirali in pelet resuspendirali v 100 μL NB gojišča in po 50 μL razmazali na 
TSA plošče z dodanim kloramfenikolom v končni koncentraciji 10 μg/mL. Gojišča smo 
inkubirali preko noči na 37 °C. Za kontrolo elektroporacije smo uporabili plazmid 
pC194, pri čemer smo elektrokompetentnim celicam dodali 1 µL vektorja pC194 (9,58 
ng/µL) in 4 µL dH2O. Za kontrolo ligacije smo elektrokompetentnim celicam dodali 2 
µL re-ligiranega vektorja pC194 in 3 µL dH2O. 
 
3.6 DETEKCIJA BAKTERIJ S.aureus V STANJU VBNC Z BAKTERIOFAGOM K 
 
Da bi vzpodbudili stanje VBNC bakterij S. aureus ATCC 25923, smo bakterije 
izpostavili stradanju in različnim koncentracijam antibiotika, podobno kot so to opisali 
Pasquaroli in sod. (2013). Bakterije smo na ta način gojili dokler jih ni bilo več možno 
gojiti. Živost bakterij smo nato preverili s kitom za določanje viabilnosti. Z 
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optimiziranima metodama določanja pristonosti stafilokokov z uporabo bakteriofaga K 
smo preizkusili detektirati bakterije v stanju VBNC. 
 
3.6.1 Vzpodbuditev stanja VBNC bakterij S. aureus 
 
3.6.1.1 Določitev minimalne inhibitorne koncentracije gentamicina in kloramfenikola 
 
Minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK) gentamicina za S. aureus ATCC 25923 
smo določili z metodo razredčevanja v tekočem gojišču BHI v mikrotiterski ploščici 
(Lall in sod., 2013) in rast/inhibicijo bakterije določili z merjenjem fluorescence po 
barvanju z barvilom PrestoBlue (Invitrogen, San Diego, ZDA). Na 100 x redčini 
prekonočne kulture smo testirali citotoksičnost antibiotika gentamicina s pripravo 2x 
redčitvene vrste od koncentracije 100 µg/mL do 1,6 µg/mL. Mikrotitersko ploščico smo 
inkubirali pri 37 °C preko noči. Po  inkubaciji  smo v vsako jamico dodali po 10 μL 
reagenta PrestoBlue in inkubirali v temi pri 37 °C 90 min. Metabolno aktivne bakterije 
so pretvorile resazurin v resorufin, ki fluorescira. Intenziteto fluorescence smo izmerili 
pri ekscitacijski valovni dolžini 535 (25) nm in emisijski valovni dolžini 595 (10) nm z 
uporabo čitalca Tecan Infinite M200 Pro (Tecan, Mannedorf, Švica). MIK za antibiotik 
smo določili iz grafov odvisnosti izmerjene fluorescence od koncentracije antibiotika. 
 
3.6.1.2 In vitro tvorba biofilma na sterilnem filter papirju 
 
Tvorbo biofilma na sterilnem filter papirju smo vzpodbudili podobno kot so opisali 
Pasquaroli in sod. (2013). Na BHI agar plošče smo sterilno prenesli 0,22 µm filter papir 
(Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Nemčija). Na sredino posameznega filter 
papirja smo dodali po 100 µL pripravljene 105× redčine  prekonočne kulture S. aureus 
ATCC 25923. Tako pripravljene plošče smo najprej inkubirali 48 ur pri 37 °C, nato pa 
še 24 ur pri 25 °C. 
 
3.6.1.3 Izpostavitev stradanju in različnim koncentracijam antibiotika ter preverjanje 
kultivabilnosti 
 
Po inkubaciji, kjer se je na filter papirju tvoril biofilm, smo filter papirje prenesli na 
plošče z nehranilnim agarjem (M9 minimalno gojišče brez glukoze, ki smo ga pripravili 
kot opisano v protokolu: M9 minimal medium (standard) (2010) brez dodanega 
antibiotika ali z dodanim antibiotikom (gentamicin) v različnih koncentracijah (MIK ali 
8× MIK). Tako pripravljene plošče smo inkubirali pri 37 °C dokler bakterij ni bilo več 
možno gojiti. Kultivabilnost bakterij mo preverjali z vzorčenjem biofilma s filter 
papirjev na vsakih 48 ur. Bris kulture s filter papirja smo nacepili na BHI agar plošče in 
gojili 48 ur pri 37 °C. Filtre s kulturo smo 1× tedensko prenašali na nove plošče 
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nehranilnega agarja z ali brez antibiotika, dokler bakterije niso izgubile sposobnosti 
delitve. 
 
Po izgubi sposobnosti gojitve bakterij, smo filter papirje s kulturami prenesli v 5 mL 
PBS-a in bakterijski biofilm odlepili s filter papirjev s sonikacijo pri enakih pogojih kot 
opisano v poglavju 3.1.1. Tako pripravljene suspenzije bakterij smo uporabili v 
nadaljnjih poskusih določanja živosti bakterij in detekcije bakterij z bakteriofagom K. 
 
3.6.2 Določanje živosti celic 
 
Živost bakterijskih celic smo, po navodilih proizvajalca (Molecular Probes, 2004), 
določili s kitom LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, 
Oregon, ZDA), pri katerem se, z uporabo ustreznega razmerja fluorescentnih barvil PI 
(rdeče) in SYTO9 (zeleno), bakterijske celice s poškodovano celično membrano (mrtve 
oz. umirajoče) obarvajo rdeče, tiste z nepoškodovano (žive) pa zeleno (Molecular 
Probes, 2004). Suspenzije fluorescirajočih bakterij smo opazovali pod fluorescentnim 
mikroskopom in zajete slike primerjali s programom ImageJ (Schneider in sod., 2012) 
ter izračunali odstotek živosti bakterijskih celic. 
 
3.6.3 Detekcija z bakteriofagom K 
 
3.6.3.1 Detekcija S. aureus v stanju VBNC z metodo detekcije sproščenega ATP iz 
bakterij po lizi z bakteriofagom K 
 
Suspenzije bakterij v PBS-u, pripravljene s sonikacijo filter papirjev, smo najprej 
centrifugirali 5 min v namizni centrifugi pri hitrosti 7000 rpm in previdno odpipetirali 
supernatant. Pelet smo resuspendirali v svežem BHI. Korak centrifugiranja in 
resuspendiranja smo ponovili še 2×, da smo se znebili ATP, ki se je sprostil iz mrtvih 
bakterij prisotnih v vzorcu. Za analizo smo pripravili 10× in 100× redčine vzorca s 
svežim BHI ter jim dodali suspenzijo bakteriofaga K v končni koncentraciji 108 
PFU/mL. Tako pripravljene vzorce smo inkubirali 120 min pri 37 °C z mešanjem na 
orbitalnem stresalniku pri hitrosti 200 rpm. Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali v 
namizni centrifugi 5 min pri največji hitrosti. Po 50 µL supernatanta smo odvzeli v treh 
ponovitvah, merili bioluminiscenco in izračunali koncentracije ATP v vzorcih kot že 
opisano v začetku poglavja 3.3.1. 
 
3.6.3.2 Detekcija S. aureus v stanju VBNC z metodo detekcije DNK bakteriofaga K z 
qPCR 
 
Suspenzije bakterij v PBS-u, pripravljene s sonikacijo filter papirjev, smo redčili 10× in 
100× s svežim BHI. Za pozitivno kontrolo smo pripravili 100× redčitev prekonočne 
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kulture S. aureus ATCC 25923, za negativno kontrolo pa 100× redčitev E. coli ATCC 
25922. Redčinam smo dodali suspenzijo bakteriofaga K v končni koncentraciji 104 
PFU/mL. Referenčni vzorec je predstavljala suspenzija bakteriofaga v BHI 
koncentracije 104 PFU/mL. Tako pripravljene vzorce smo inkubirali 180 min pri 37 °C 
z mešanjem na orbitalnem stresalniku pri hitrosti 200 rpm. Po inkubaciji smo vzorcem 
dodali 30 µL kloroforma, mešali na vrtičnem mešalniku 2 min ter 5 min centrifugirali v 
namizni centrifugi pri hitrosti 7000 rpm. Supernatant s preiskovano DNK smo uporabili 
v reakciji qPCR pri pogojih predstavljenih v preglednicah 3 in 4. 
 
3.7 DETEKCIJA STAFILOKOKOV V SONIKATIH IN OPTIMIZACIJA METOD 
 
3.7.1 Optimizacija metod na simuliranih sonikatih 
 
Pred testiranjem kliničnih vzorcev, smo metode optimizirane na bakterijskih kulturah 
najprej preverili in optimizirali na simuliranih sonikatih. Sonikat, ki je bil negativen po 
testiranju s standardnimi mikrobiološkimi metodami (Grmek-Kosnik in sod., 2009), 
smo inokulirali s S. aureus ATCC 25923 do končne koncentracije 2 × 105 CFU/mL. 
Neinokuliran sonikat smo uporabili kot referenčni vzorec.  
 
Pri metodi določanja prisotnosti stafilokokov preko lize z bakteriofagom K in detekcije 
sproščenega ATP smo najprej določili koncentracijo kontaminirajočega ATP, 
prisotnega v samem vzorcu iz drugih (ne-bakterijskih) virov, v negativnem sonikatu. 
ATP bioluminescentni test in test detekcije bakteriofagne DNK z metodo qPCR smo 
opravili po enakem postopku kot za bakterijske kulture.  
 
3.7.1.1 Tretiranje vzorcev s Triton X-100 
 
Da bi zmanjšali koncentracijo kontaminirajočega ATP in obarvanost vzorca, smo po 50 
mL negativnih oz. okuženih vzorcev sonikata najprej 15 min centrifugirali v centrifugi  
Heraeus Multifuge 1 SR (Heraeus, Hanau, Nemčija) pri hitrosti 5000 × g  in previdno 
odlili supernatant. Pelet smo resuspendirali v 2 mL BHI in razdelili v 2 ločeni epici po 
1mL. Eno smo uporabili za določanje prisotnosti stafilokokov preko lize z 
bakteriofagom K in detekcije sproščenega ATP, drugo pa za določanje prisotnosti 
stafilokokov preko pomnoževanja bakteriofaga K in detekcije bakteriofagne DNK z 
metodo qPCR. Vzorce smo centrifugirali v centrifugi Eppendorf ® Minispin 
(Eppendorf AG, Hamburg, Nemčija) 5 min pri hitrosti 7000 rpm in previdno 
odpipetirali supernatant. Pelet smo nežno resuspendirali v 200 µL 1 % Triton X-100 
(Merck, Darmstadt, Germany) (pripravljen z redčenjem v PBS-u) in ponovno 
centrifugirali 5 min pri hitrosti 7000 rpm. Supernatant smo odpipetirali in pelet 
resuspendirali v 1 mL BHI. Korak centrifugiranja in resuspendiranja smo ponovili še 
2×, da smo se znebili obarvanosti in ATP, ki se je sprostil iz drugih celic, prisotnih v 
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vzorcu. Da smo se prepričali, da sam postopek obdelave sonikata nima vpliva na 
viabilnost prisotnih bakterij, smo določili število bakterij v CFU/mL v tretiranem in 
netretiranem vzorcu simuliranega okuženega sonikata ter ju primerjali. 
 
3.7.2 Analiza kliničnih vzorcev sonikatov 
 
Z metodama določanja prisotnosti stafilokokov preko lize z bakteriofagom K in 
detekcijo sproščenega ATP ter preko pomnoževanja bakteriofaga K in detekcije 
bakteriofagne DNK, smo analizirali 104 klinične sonikate. Pri tem smo od sonikatov 
najprej odvzeli po 50 µL za pripravo prekonočnih kultur sonikatov in jih prenesli v po 5 
mL gojišča BHI. Inkubirali smo jih preko noči pri 37 °C z mešanjem na orbitalnem 
stresalniku (Sanyo orbital shaker, Osaka, Japonska) 150 rpm. Za analizo smo 
prekonočne kulture sonikatov redčili s svežim BHI 100× in tako pripravljene redčine 
inkubirali z bakteriofagom K ustrezne koncentracije. Za direktno analizo sonikatov, pa 
smo sonikate najprej obdelali z 1 % Triton X-100 po postopku opisanem v poglavju 
3.7.1.1. Obdelane vzorce sonikatov smo nato inkubirali z bakteriofagom K ustrezne 
koncentracije in jih analizirali z metodama po optimiziranih postopkih. 
 
3.7.2.1 Analiza kliničnih vzorcev sonikatov z metodo določanja prisotnosti 
stafilokokov preko lize z bakteriofagom K in detekcijo sproščenega ATP 
 
Sonikate in redčine prekonočnih kultur sonikatov smo inkubirali z bakteriofagom K 
končne koncentracije 108 PFU/mL. Po 120 min inkubacije na 37 °C z mešanjem na 
orbitalnem stresalniku (Sanyo orbital shaker, Osaka, Japonska) 200 rpm, smo vzorce 
centrifugirali v centrifugi Eppendorf ® Minispin (Eppendorf AG, Hamburg, Nemčija) 5 
min pri največji hitrosti. Po 50 µL supernatanta smo odvzeli v treh ponovitvah, merili 
bioluminiscenco in izračunali koncentracije ATP v vzorcih kot že opisano v začetku 
poglavja 3.3.1. Vzorec smo smatrali kot pozitiven, ko je ATP koncentracija v vzorcu 
presegala vrednost izračunane meje pozitivnosti. Kot referenčni vzorec smo uporabili 
vzorec sonikata oz. redčine prekonočne kulture sonikata brez dodanih bakteriofagov. 
 
3.7.2.2 Analiza kliničnih vzorcev sonikatov z metodo določanja prisotnosti 
stafilokokov preko pomnoževanja bakteriofaga K in detekcije bakteriofagne 
DNK 
 
Sonikate in redčine prekonočnih kultur sonikatov smo inkubirali z bakteriofagom K 
končne koncentracije 104 PFU/mL. Za vsako testiranje kliničnega vzorca je bil vključen 
kontrolni vzorec sonikata oz. redčine prekonočne kulture sonikata brez dodatka 
bakteriofaga K (NTC) in referenčni kontrolni vzorec, kjer smo bakteriofag K v končni 
koncentraciji 104 PFU/mL dodali gojišču BHI. Po 180 min inkubacije na 37 °C z 
mešanjem na orbitalnem stresalniku (Sanyo orbital shaker, Osaka, Japonska) 200 rpm,  
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smo vzorcem dodali po 30 µL kloroforma in mešali na vrtičnem mešalniku 2 min. 
Sledilo je 5 min centrifugiranje v namizni centrifugi Eppendorf ® Minispin centrifuge 
(Eppendorf AG, Hamburg, Nemčija) pri hitrosti 7000 rpm. Supernatant s preiskovano 
DNK smo uporabili v reakciji qPCR pri pogojih predstavljenih v preglednicah 3 in 4. 
Vzorec smo smatrali kot pozitiven, ko je bila vrednost Ct vzorca nižja od spodnje meje 
pozitivnosti. 
 
3.7.2.3 Izračun občutljivosti, specifičnosti in napovednih vrednosti za pozitiven ter 
negativen izid metod testiranja prisotnosti stafilokokov v sonikatih operativno 
odstranjenih sklepnih protez 
 
Določanje prisotnosti stafilokokov z metodo detekcije sproščenega ATP po lizi z 
bakteriofagom K in z metodo detekcije pomnožene bakteriofagne DNK z metodo qPCR 
smo preizkusili tako na sonikatih operativno odstranjenih sklepnih protez kakor tudi na 
prekonočnih kulturah teh sonikatov. Občutljivost in specifičnost metod za diagnostiko 
OSP smo določili za vse oblike testiranja, pri čemer smo OSP opredelili po definiciji 
opisani v poglavju 3.1.2. Kot pravilno pozitiven (PP) rezultat smo smatrali pozitiven 
rezultat prisotnosti stafilokokov v vzorcih sonikatov bolnikov, ki so bili po definiciji 
OSP pozitivni in kjer je mikrobiološka kultivacija obproteznega tkiva potrdila 
stafilokokno okužbo. Lažno negativen (LN) rezultat je predstavljal negativen rezultat 
prisotnosti stafilokokov v vzorcih sonikatov bolnikov, ki so bili po definiciji OSP 
pozitivni in kjer je mikrobiološka kultivacija obproteznega tkiva potrdila stafilokokno 
okužbo. Občutljivost metod smo definirali kot verjetnost pozitivne detekcije prisotnosti 
stafilokokov v sonikatih OSP, pri katerih je stafilokok dejansko prisoten in jo izračunali 
po formuli 3: 
 
Občutljivost =
PP rezultat
PP rezultat+LN rezultat
      … (3) 
 
Specifičnost metod pa smo definirali kot verjetnost negativne detekcije prisotnosti 
stafilokokov v sonikati, pri katerih stafilokok dejansko ni prisoten (OSP z drugimi 
povzročitelji ali AOSP), pri čemer je pravilno negativen (PN) rezultat predstavljal 
negativen rezultat prisotnosti stafilokokov v vzorcih sonikatov bolnikov, ki so bili po 
definiciji OSP negativni ali pozitivni in je mikrobiološka kultivacija obproteznega tkiva 
potrdila okužbo z drugimi (ne-stafilokoknimi) vrstami. Kot lažno pozitiven (LP) rezultat 
pa smo smatrali pozitiven rezultat prisotnosti stafilokokov v vzorcih sonikatov 
bolnikov, ki so bili po definiciji OSP negativni ali pozitivni in je mikrobiološka 
kultivacija obproteznega tkiva potrdila okužbo z drugimi (ne-stafilokoknimi) vrstami. 
Specifičnost metod smo izračunali po formuli 4: 
 
Specifičnost =
PN rezultat
PN rezultat+LP rezultat
        … (4) 
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Po izračunu občutljivosti in specifičnosti uporabljenih metod, smo izračunali še 
pozitivno napovedna vrednost (PNV) in negativno napovedna vrednost (NNV) metod. 
PNV nam pove verjetnost, da je OSP stafilokokna, če je test pozitiven, in smo jo 
izračunali po formuli 5: 
  
 PNV =
PP rezultat
PP rezultat+LP rezultat
       ... (5) 
 
NNV pa nam pove verjetnost, da je prišlo do AOSP oz. do omajanja zaradi ne-
stafilokokne okužbe, če je test negativen, in smo jo izračunali po formuli 6: 
 
NNV =
PN rezultat
PN rezultat+LN rezultat
       … (6)
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4 REZULTATI 
 
4.1 SPECIFIČNOST BAKTERIOFAGA K ZA LIZO NAJPOGOSTEJŠIH 
POVZROČITELJEV OKUŽB SKLEPNIH PROTEZ 
 
Da bi preverili specifičnost bakteriofaga K za lizo najpogostejših povzročiteljev okužb 
sklepnih protez, smo z metodo štetja plakov v kapljici in s testom spremljanja 
bakterijske lize v tekoči kulturi določili baktericidno sposobnost bakteriofaga K. V 
preglednici 11 so predstavljeni rezultati občutljivosti testiranih bakterijskih sevov. 
 
Preglednica 11: Rezultati občutljivosti testiranih bakterijskih sevov na lizo z bakteriofagom K 
 
Table 11: Results of bacterial strains sensitivity to phage K lysis 
 
Gostitelj Sev Lastnosti seva, vir ⃰ 
Občutljivost na 
bakteriofag K 
in EOP † 
Staphylococcus aureus DPC 5246 Goveji; mastitis +; 1 
Staphylococcus aureus RN 4220 Pridobljen z mutagenezo iz NCTC8325-4  +; 0,208 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Humani +; 0,536 
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Humani; odporni na oksacilin +; PL 
Staphylococcus aureus ATCC 43300 Humani MRSA; odporni na oksacilin +; PL 
Staphylococcus aureus ATCC 700698 Humani MRSA +; PL 
Staphylococcus aureus ATCC 700699 Humani MRSA +; PL 
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 Neinfektivni sev +; PL 
Staphylococcus epidermidis Klinični izolat Humani, OSP +; 0,264 
Staphylococcus hycus ATCC 11249 Prašičji +; PL 
Staphylococcus saprophyticus ATCC 43867 
 
+; PL 
Staphylococcus hominis Klinični izolat Humani +; PL 
Staphylococcus caprae Klinični izolat Humani +; PL 
Staphylococcus capitis Klinični izolat Humani +; 0,843 
Acinetobacter baumanii ATCC 19606 Humani; uroinfekt - 
Enterobacter cloacae ATCC 13047 Humani; okužba spinalne tekočine - 
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Humani; uroinfekt - 
Escherichia coli ATCC 25922 Humani - 
Escherichia coli Klinični izolat Humani; uroinfekt - 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Humani; okužba krvi - 
Pseudomonas fluorescens ATCC 13525   - 
 ⃰ MRSA, na meticilin odporen S. aureus.   
 
†Rezultati štetja plakov v kapljici in spremljanja bakterijske lize v tekoči kulturi. +, občutljiv; -, ni 
občutljiv; PL, popolna liza (plaki so bili premajhni, da bi jih lahko prešteli, pri višjih koncentracija 
bakteriofaga pa je prišlo do popolne lize). 
 
 
Z metodo štetja plakov v kapljici smo opazili, da je bakteriofag K tvoril opazne 
posamezne plake na bakterijskih travicah 5 testiranih stafilokoknih sevov. Pri 9 sevih 
Šuster K. Določanje bakterij rodu Staphylococcus pri okužbah … sklepnih protez. 
    Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
45 
 
stafilokokov je pri prvih nekaj redčinah bakteriofagne suspenzije prišlo do popolne lize, 
pri nižjih redčinah pa so bili plaki premajhni, da bi jih lahko opazili in šteli. Slika 8 
prikazuje primere bakterijskih travic treh različnih sevov stafilokokov in različne 
sposobnosti tvorbe plakov bakteriofaga K. Pri testu spremljanja bakterijske lize v tekoči 
kulturi pa je prišlo do padca v izmerjeni optični gostoti vseh testiranih stafilokoknih 
kultur. Pri drugih testiranih bakterijskih vrstah ni prišlo do lize z bakteriofagom K. 
Bakteriofag K je bil torej sposoben prepoznave in lize vseh testiranih stafilokokov, 
medtem ko na druge testirane bakterije ni imel vpliva. 
 
 
Slika 8: Primer bakterijskih travic treh različnih sevov stafilokokov in različne sposobnosti tvorbe plakov 
bakteriofaga K 
 
Figure 8: Examples of bacterial lawns of three different staphylococcal strains and bacteriophage K's 
ability to form plaques on each 
 
4.2 DOLOČANJE PRISOTNOSTI STAFILOKOKOV S POMOČJO LIZE Z 
BAKTERIOFAGOM K IN DETEKCIJE SPROŠČENEGA ATP 
 
4.2.1 Rezultati optimizacije metode detekcije ATP na bakterijskih kulturah 
 
4.2.1.1 Optimalni čas detekcije ATP je 120 min po inkubaciji z bakteriofagom K 
 
Rezultati sproščanja ATP preko lize bakterij z bakteriofagom K (slika 9) prikazujejo, da 
bakteriofag K prične lizirati S. aureus in S. epidermidis približno 60 min po okužbi. 180 
min po inkubaciji bakterijskih kultur z bakteriofagom K pa koncentracija izmerjenega 
ATP ne narašča več oz. pade, zato je optimalni čas za detekcijo 120 min po dodatku 
bakteriofaga K. 
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Slika 9: Časovni potek sproščanja ATP, kot posledica lize bakterij S. aureus ATCC 25923 in S. 
epidermidis ATCC 12228 z bakteriofagom K 
 
Figure 9: Time course of ATP release from phage K infected S. aureus ATCC 25923 and S. epidermidis 
ATCC 12228 
 
4.2.1.2 MOI bakteriofaga K vpliva na detekcijo ATP 
 
Da bi določili vpliv MOI na sproščanje in detekcijo ATP, smo spremljali sproščanje 
ATP ob dodatku bakteriofaga K pri štirih različnih MOI. Najvišjo koncentracijo ATP 
smo pri obeh bakterijskih kulturah, S. aureus in S. epidermidis,  izmerili 120 min po 
inkubaciji z bakteriofagom K pri MOI 100 (slika 10), medtem ko smo pri MOI 0,1, 1 in 
10 izmerili nižje koncentracije. S Student-Newman-Keuls testom ni bilo statistično 
značilne razlike med MOI 0,1, 1 in 10 pri kulturi S. epidermidis, in med 0,1 ter 1 pri 
kulturi S. aureus. Koncentracije ATP izmerjene pri različnih vrednostih MOI so bile vse 
signifikantno večje v primerjavi z referenčnimi vzorci (P < 0,001) s Studentovim t-
testom. Primerjava vseh skupin z referenčnimi vzorci z ANOVO in metodo Dunnett pa 
je pokazala, da so le vrednosti izmerjene pri MOI 100 signifikantno večje v primerjavi z 
referenčnimi vzorci pri obeh bakterijskih vrstah (P < 0,001). Zato sklepamo, da MOI 
pomembno vpliva na detekcijo ATP, pri čemer je detekcija najboljša ob uporabi večjih 
koncentracij bakteriofaga K. 
Povprečna vrednost, n = 6 ± 1 SE;  
*P < 0,001 v primerjavi z 
referenčnim vzorcem z uporabo 
Studentovega t-testa 
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Slika 10: Primerjava izmerjenih koncentracij ATP sproščenih iz kultur S. aureus ATCC 25923 in S. 
epidermidis ATCC 12228 po 120 min inkubacije z bakteriofagom K pri različnih vrednostih MOI 
 
Figure 10: Comparison of detected ATP released from S. aureus ATCC 25923 and S. epidermidis ATCC 
12228  after 120 min of incubation with phage K at different MOI 
 
4.2.1.3 Meja detekcije za kulturi S. aureus in S. epidermidis je v območju 103 
CFU/mL 
 
Da bi določili mejo detekcije metode, smo testirali različne koncentracije kultur bakterij 
S. aureus in S. epidermidis. Na slikah 11 in 12 so predstavljene izmerjene koncentracije 
ATP normalizirane na izračunano mejo pozitivnosti v bakterijskih kulturah, ki so bile 
inokulirane z bakteriofagom K. Meja detekcije za kulturi S. aureus in S. epidermidis je 
v območju 103 CFU/mL testiranega vzorca. 
Povprečna vrednost, n = 9 ± 1 
SE;  
*P < 0,001 v primerjavi z 
referenčnim vzorcem z uporabo 
ANOVE in metode Dunnett 
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Slika 11: Primerjava rezultatov koncentracije sproščenega ATP za S. aureus ATCC 25923 pri različnih 
koncentracijah po 120 min inkubacije z bakteriofagom K, normaliziranih na mejo pozitivnosti 
 
Figure 11: Comparison of results of detected ATP released from S. aureus ATCC 25923 at different 
concentrations after 120 min of incubation with phage K, normalized to the limit of positivity  
 
 
 
Slika 12: Primerjava rezultatov koncentracije sproščenega ATP za S. epidermidis ATCC 12228 pri 
različnih koncentracija po 120 min inkubacije z bakteriofagom K, normaliziranih na mejo pozitivnosti 
 
Figure 12: Comparison of results of detected ATP released from S. epidermidis ATCC 12228 at different 
concentrations after 120 min of incubation with phage K, normalized to the limit of positivity  
Povprečna vrednost, n = 6 ± 1 
SD;  
* pozitivna detekcija 
Povprečna vrednost, n = 6 ± 1 
SD;  
* pozitivna detekcija 
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4.3 DOLOČANJE PRISOTNOSTI STAFILOKOKOV S POMOČJO 
POMNOŽEVANJA BAKTERIOFAGA K IN DETEKCIJE BAKTERIOFAGNE 
DNK Z METODO QPCR 
 
4.3.1 Rezultati optimizacije metode qPCR na suspenzijah bakteriofaga K in 
bakterijskih kulturah 
 
Pri določanju optimalnih parametrov za qPCR smo kot ustezno temperaturo naleganja 
določili  60 °C , optimalna koncentracija začetnih oligonukleotidov pa je bila 450 nM. 
Optimiziran postopek in pogoji za dokazovanje prisotnosti bakterij na podlagi 
pomnoževanja DNK bakteriofaga K z metodo qPCR so bili predstavljeni v preglednicah 
3 in 4 v poglavju 3.4.3. 
 
4.3.1.1 Prisotna je korelacija med rezultati qPCR na izolirani DNK in suspenziji 
bakteriofaga K 
 
Zanimalo nas je, ali lahko izpustimo korak izolacije DNK bakteriofaga K med 
postopkom posredne detekcije stafilokokov in uporabimo zgolj suspenzijo s 
sproščenimi bakteriofagi. Pri tem smo primerjali qPCR ob uporabi izolirane DNK 
bakteriofaga K in suspenzije bakteriofaga K pri različnih koncentracijah in rezultate 
izrazili kot vrednost Ct doseženo v primerjavi s številom plakotvornih enot bakteriofaga 
K na µL vzorca z metodo linearne regresije (slika 13). 
 
  
Slika 13: Primerjava rezultatov qPCR ob uporabi izolirane DNK bakteriofaga K in suspenzije 
bakteriofaga K v različnih koncentracijah z metodo linearne regresije 
 
Figure 13: Comparison of qPCR results using isolated phage K DNA and phage K suspension at different 
concentrations with the method of linear regression 
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Rezultati kažejo dobro korelacijo med uporabo izolirane DNK in suspenzije 
bakteriofaga K (slika 14) za analizo s qPCR, zaradi česar korak izolacije bakteriofagne 
DNK po inkubaciji ni potreben. 
 
 
 
Slika 14: Rezultati qPCR ob uporabi različnih koncentracij suspenzije bakteriofaga K 
 
Figure 14: qPCR results using different concentrations of phage K suspension 
 
4.3.1.2 Dodatek kloroforma vpliva na detekcijo stafilokokov z bakteriofagom K 
 
Dodatek kloroforma vzorcem stafilokoknih kultur po 180 min inkubaciji z 
bakteriofagom K pri končni koncentraciji 104 PFU/mL je izboljšal detekcijo bakterij, saj 
je premaknil mejo detekcije iz 7,8 × 105 CFU/mL na 7,8 × 102 CFU/mL vzorca (slika 
15). 
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Slika 15: Primerjava detekcije različnih koncentracij bakterije S. aureus ATCC 25923 ob dodatku 
kloroforma po inkubaciji z bakteriofagom K in brez dodatka kloroforma 
 
Figure 15: Comparison of detection of different S. aureus ATCC 25923 concentration with and without 
the addition of chloroform after incubation with bacteriophage K 
 
4.3.1.3 Optimalen čas inkubacije je 180 min pri končni koncentraciji bakteriofaga K 
104 PFU/mL z mejo detekcije 6,8 × 102 CFU/mL  
 
Pri preverjanju optimalnega časa in koncentracije bakteriofagne suspenzije smo različne 
koncentracije bakterijske kulture S. aureus ATCC 25923 inkubirali z bakteriofagom K v 
dveh različnih končnih koncentracijah - 103 PFU/mL in 104 PFU/mL, različno dolgo - 
120 min in 180 min.  
 
Slika 16 prikazuje primerjavo med rezultati 120 min in 180 min inkubacije vzorcev z 
bakteriofagom K v končni koncentraciji 103 PFU/mL ter spodnjo mejo pozitivne 
detekcije. Pri daljši inkubaciji se je detekcija bakterij izboljšala in sicer se je meja 
detekcije premaknila iz 6,8 × 104 CFU/mL na 6,8 × 103 CFU/mL. Tudi pri inkubaciji 
vzorcev z višjo koncentracijo bakteriofaga K (slika 17) je bila korelacija med daljšim 
časom inkubacije in izboljšano detekcijo bakterij podobna. V tem primeru se je meja 
detekcije premaknila iz 6,8 × 103 CFU/mL na 6,8 × 102 CFU/mL. Najboljše rezultate 
detekcije smo tako dobili po 180 min inkubacije vzorcev z bakteriofagom K v končni 
koncentraciji 104 PFU/mL. Pri čemer je bila meja detekcije bakterij 6,8 × 102 CFU/mL, 
kar predstavlja nekaj manj kot 1 bakterijo na µL vzorca, ki ga testiramo v qPCR. 
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Slika 16: Rezultati 120 min in 180 min inkubacije različnih koncentracij bakterijske kulture S. aureus 
ATCC 25923 z bakteriofagom K v končni koncentraciji 103 PFU/mL s prikazom spodnje meje pozitivne 
detekcije s qPCR 
 
Figure 16: Results of 120 min and 180 min of incubation of different concentration of S. aureus ATCC 
25923 with bacteriophage K at a final concentration of 103 PFU/mL showing the lower limit of positive 
detection with qPCR 
 
 
Slika 17: Rezultati 120 min in 180 min inkubacije različnih koncentracij bakterijske kulture S. aureus 
ATCC 25923 z bakteriofagom K v končni koncentraciji 104 PFU/mL s prikazom spodnje meje pozitivne 
detekcije s qPCR 
 
Figure 17: Results of 120 min and 180 min of incubation of different concentration of S. aureus ATCC 
25923 with bacteriophage K at a final concentration of 104 PFU/mL showing the lower limit of positive 
detection with qPCR 
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4.3.1.4 Povečanje volumna vzorca z DNK na reakcijo qPCR ne vpliva na mejo 
detekcije 
 
V reakciji qPCR smo testirali uporabo dveh različnih volumnov supernatanta vzorcev 
različnih koncentracij kulture S. aureus ATCC 25923 po 180 min inkubaciji z 
bakteriofagom K v končni koncentraciji 104 PFU/mL. Povečanje volumna preiskovane 
DNK iz 1 µL na 1,5 µL ni spremenilo meje detekcije bakterij (slika 18). 
 
Slika 18: Primerjava rezultatov uporabe dveh različnih volumnov (1 µL in 1,5 µL) supernatanta s 
preiskovano DNK v qPCR  
 
Figure 18: Comparison of qPCR results using two different volumes (1 µL in 1,5 µL) of DNA suspension 
 
4.4 VZPODBUDITEV STANJA VBNC BAKTERIJ S.aureus IN NJIHOVA 
DETEKCIJA Z BAKTERIOFAGOM K 
 
Da bi vzpodbudili stanje VBNC bakterij S. aureus ATCC 25923, smo bakterije 
izpostavili stradanju in različnim koncentracijam antibiotikov, podobno kot so to opisali 
Pasquaroli in dr. (2013). Bakterije smo na ta način gojili dokler jih ni bilo več možno 
gojiti. Živost bakterij smo nato preverili s kitom za določanje viabilnosti. Z 
optimiziranima metodama določanja prisotnosti stafilokokov z uporabo bakteriofaga K 
smo preizkusili detektirati bakterije v stanju VBNC. 
 
4.4.1 Vzpodbuditev stanja VBNC bakterij S. aureus 
 
MIK gentamicina in kloramfenikola za S. aureus ATCC 25923 smo določili z metodo 
razredčevanja v tekočem gojišču BHI v mikrotiterski ploščici in rast/inhibicijo bakterije 
določili z merjenjem fluorescence po barvanju z barvilom PrestoBlue. MIK za 
Šuster K. Določanje bakterij rodu Staphylococcus pri okužbah … sklepnih protez. 
    Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
54 
 
antibiotika smo določili iz grafov odvisnosti izmerjene fluorescence od koncentracije 
testiranih antibiotikov (slika 19). 
 
 
Slika 19: Določitev minimalne inhibitorne koncentracije gentamicina 
 
Figure 19: Determination of the minimal inhibitori concentration of gentamycin 
 
Bakterije smo najprej namnožili tako, da so na filter papirju tvorile konfluentno rast ob 
prisotnosti hranil. Filter papirje smo nato prestavili na revna gojišča z antibiotikom, kjer 
smo bakterije stradali. Redno vzorčenje bakterij na hranilna gojišča je pokazalo, da so 
bakterije izgubile sposobnost rasti po 10 dneh ob kultivaciji na gojišču z gentamicinom 
8 × MIK in po 21 dneh na gojišču z gentamicinom 1 × MIK.  
 
Suspenzije fluorescirajočih bakterij, obarvanih s kitom LIVE/DEAD® BacLightTM 
Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, Oregon, ZDA), smo opazovali pod 
fluorescentnim mikroskopom. Na sliki 20 je primer obarvane suspenzije prekonočne 
kulture S. aureus ATCC 25923, pri čemer so žive bakterijske celice (A) obarvane 
zeleno, mrtve (B) pa rdeče. Bakterije v stanju VBNC so na sliki 21 obarvane zeleno (A), 
mrtve bakterije pa rdeče (B). 
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Slika 20: Opazovanje živosti bakterijskih celic S. aureus ATCC 25923 v redčini prekonočne kulture pod 
fluorescenčnim mikroskopom: A-žive bakterijske celice; B-mrtve bakterijske celice 
 
Figure 20: Observation of the viability of S. aureus ATCC 25923 in a diluted over-night bacterial culture 
under a fluorescence microscope: A-viable bacterial cells; B-dead bacterial cells 
 
 
Slika 21: Opazovanje živosti bakterijskih celic S. aureus ATCC 25923 v stanju VBNC pod 
fluorescenčnim mikroskopom: A-žive bakterijske celice; B-mrtve bakterijske celice 
 
Figure 21: Observation of the viability of VBNC S. aureus ATCC 25923 under a fluorescence 
microscope: A-viable bacterial cells; B-dead bacterial cells 
 
Po primerjavi zajetih slik v programu ImageJ smo izračunali, da je v suspenziji bakterij 
S. aureus, ki so bile 10 dni izpostavljene stresu zaradi stradanja in izpostavljenosti 
gentamicinu v koncentraciji 8 × MIK, 23,5 % živih bakterij v stanju VBNC. 76,5 % je 
bilo mrtvih bakterij. 
 
4.4.2 Detekcija z bakteriofagom K 
 
Po uspešni vzpostavitvi stanja VBNC smo bakterije v suspenziji poizkusili detektirati z 
optimiziranima metodama detekcije z bakteriofagom K. 
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4.4.2.1 Detekcija S. aureus v stanju VBNC z metodo detekcije sproščenega ATP iz 
bakterij po lizi z bakteriofagom K 
 
Med koncentracijami ATP (slika 22) izmerjenih pri 10 × in 100 × redčini bakterij S. 
aureus v stanju VBNC in referenčnimi vzorci ni bilo statistično značilne razlike (P < 
0,001) s Studentovim t-testom. Z metodo detekcije sproščenega ATP bakterij v stanju 
VBNC po 120 min inkubacije z bakteriofagom K nismo bili sposobni detektirati, saj 
bakterije po tem času niso lizirale. 
 
 
Slika 22: Grafični prikaz rezultatov testiranja detekcije S. aureus v stanju VBNC z metodo detekcije 
sproščenega ATP 
 
Figure 22: Graphical presentation of the results of VBNC S. aureus detection with the method of ATP 
detection 
 
4.4.2.2 Detekcija S. aureus v stanju VBNC z metodo detekcije DNK bakteriofaga K z 
qPCR 
 
Na sliki 23 so predstavljeni rezultati poizkusa detekcije S. aureus v stanju VBNC z 
metodo detekcije DNK bakteriofaga K z qPCR. Rezultati so izraženi kot razlika med 
vrednostjo Ct vzorcev in Ct referenčnega vzorca, kateri predstavlja suspenzijo 
bakteriofaga K v isti koncentraciji, kot je bila dodana vzorcem. Rezultate smo primerjali 
z negativno kontrolo, ki je predstavljala drugo bakterijsko vrsto (E. coli). Rezultati 
kažejo statistično značilno razliko ob testiranju različnih redčin vzorcev VBNC bakterij 
v primerjavi z negativno kontrolo in v primerjavi z mrtvimi bakterijami S. aureus 
(P<0,001). ΔCt je v teh primerih pozitiven, kar nakazuje na to, da je v vzorcu manj 
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bakteriofagne DNK kot v referenčnem vzorcu. Glede na zmanjšano detekcijo 
bakteriofagne DNK pa sklepamo, da je detekcija VBNC bakterij s to metodo mogoča na 
podlagi adsorpcije dodanih bakteriofagov. Med negativno kontrolo (E.coli) in mrtvimi 
bakterijami S. aureus pa ni statistično značilne razlike (P=0,559), kar izključuje 
možnost adsorpcije na mrtve bakterije in s tem napačno interpretacijo detekcije VBNC 
bakterij. 
 
Slika 23: Detekcija S. aureus ATCC 25923 v VBNC stanju z metodo detekcije bakteriofagne DNK s 
qPCR 
 
Figure 23: VBNC S. aureus ATCC 25923 detection with the method of bacteriophage DNA detection 
with qPCR 
 
4.5 DETEKCIJA STAFILOKOKOV V SONIKATIH 
 
4.5.1 Rezultati optimizacije metod na simuliranih sonikatih 
 
Da bi preverili ustreznost metod, optimiziranih na bakterijskih kulturah, za detekcijo 
stafilokokov v sonikatih operativno odstranjenih sklepnih protez, smo metode 
preizkusili in optimizirali na  simuliranih sonikatih, umetno inokuliranih s S. aureus 
ATCC 25923.  
 
Z metodo določanja prisotnosti stafilokokov preko lize z bakteriofagom K in detekcije 
sproščenega ATP smo ugotovili, da sonikat sam po sebi vsebuje visoke koncentracije 
kontaminirajočega ATP iz drugih (ne-bakterijskih) virov. Poleg tega pa je bila detekcija 
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bakteriofagne DNK z metodo qPCR v bolj krvavih vzorcih sonikatov motena. Po 
postopku tretiranja vzorcev sonikata z 1 % Triton X-100 smo testiranja ponovili. 
Rezultati izmerjene koncentracije ATP v tretiranih sonikatih se niso statistično 
razlikovali od rezultatov izmerjene koncentracije ATP v čistem bakterijskem gojišču 
BHI (P = 0,540), hkrati pa se je zmanjšala tudi obarvanost vzorca, kar je omogočilo 
normalno detekcijo bakteriofagne DNK z metodo qPCR. Koncentracije ATP izmerjene 
v simuliranih inokuliranih sonikatih so bile vse signifikantno višje v primerjavi s 
koncentracijami v negativnih vzorcih (P < 0,001) in višje od izračunane meje 
pozitivnosti (P < 0,001). 
 
Poleg tega pa sam postopek obdelave sonikatov ni vplival na viabilnost bakterij v 
vzorcu, saj razlika v številu bakterij (CFU/mL) v obdelanem in neobdelanem sonikatu 
ni bila statistično značilna (P = 0,907). 
 
4.5.2 Rezultati analize kliničnih vzorcev sonikatov 
 
Rezultati analize 104 kliničnih vzorcev sonikatov in njihovih prekonočnih kultur z 
bakteriofagom K, ter rezultati vzporednih mikrobioloških preiskav skupaj z 
demografskimi in kliničnimi podatki bolnikov so predstavljeni v preglednici v prilogi B.  
Med 104 analiziranimi sonikati je bilo 56 sonikatov pridobljenih s sonikacijo kolčne 
proteze, 48 pa kolenske. 46 bolnikov je bilo moškega spola, nekoliko več (58) pa 
ženskega. Po definiciji OSP je bilo bolnikov z AOSP 71, takih z OSP pa 33, pri čemer 
ni bilo bistvene razlike med spoloma (16 ženskega in 17 moškega spola). Od tega je 
bilo 17 primerov okužb povzročenih s stafilokoki, 13 je bilo primerov okužb z drugimi 
povzročitelji, v 3 primerih pa je bil povzročitelj neznan. 
 
Z metodo detekcije sproščenega ATP po lizi z bakteriofagom K smo pravilno dokazali 
prisotnost stafilokokov v 10 sonikatih, 6 je bilo lažno negativnih, v enem primeru pa 
smo dobili za analizo zelo malo sonikata, za to tega vzorca nismo upoštevali. V 
prekonočnih kuturah sonikatov pa smo stafilokoke dokazali v 16 vzorcih, 1 vzorec pa je 
bil lažno negativen. Z metodo detekcije pomnožene bakteriofagne DNK z metodo 
qPCR smo pravilno dokazali prisotnost stafilokokov v 13 sonikatih, 3 so bili lažno 
negativni, enega vzorca pa nismo upoštevali. V prekonočnih kuturah sonikatov pa smo s 
to metodo stafilokoke dokazali v 16 vzorcih, 1 vzorec pa je bil lažno negativen. Pri 87 
bolnikih smo dobili pravilno negativen rezultat z obema metodama detekcije tako ob 
neposredni analizi sonikata kakor tudi po prekonočni kultivaciji. Lažno pozitivnih 
rezultatov nismo imeli. Statistična merila uspešnosti metod testiranja glede na vrsto 
testiranega vzorca so predstavljena v preglednici 12. 
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Preglednica 12: Statistična merila uspešnosti metod diagnosticiranja 
 
Table 12: Statistical criteria of diagnostic methods performance  
 
Metoda 
Vrsta 
analiziranega 
vzorca 
Sprecifičnost Občutljivost 
Pozitivna 
napovedna 
vrednost 
Negativna 
napovedna 
vrednost 
Detekcija 
ATP 
Sonikat 100 % 62,5 % 100 % 93,55 % 
Prekonočna 
kultura sonikata 
100 % 94,12 % 100 % 98,86 % 
Detekcija s 
qPCR 
Sonikat 100 % 81,25 % 100 % 96,67 % 
Prekonočna 
kultura sonikata 
100 % 94,12 % 100 % 98,86 % 
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5 RAZPRAVA 
 
Z metodo določanja prisotnosti stafilokokov preko lize z bakteriofagom K in detekcijo 
sproščenega ATP ter z metodo pomnoževanja bakteriofaga K in detekcije bakteriofagne 
DNK, smo analizirali 104 klinične vzorce sonikatov, ter njihovih prekonočnih kultur, 
pri čemer smo dosegli enako občutljivost določitve bakterij rodu Staphylococcus v 
vzorcih sonikatov kot s standardnimi mikrobiološkimi preiskavami. Pri tem pa je bil čas 
detekcije pomembno krajši, saj smo rezultate analiz sonikatov dobili že v 3-4 urah, 
medtem ko standardne metode kultivacije do potrditve okužbe in določitve 
povzročitelja potrebujejo najmanj 24 do 72 ur (Mancini in sod., 2010), v primeru počasi 
rastočih vrst oz. anaerobnih bakterijskih vrst pa tudi 10 do 14 dni (Kocjančič in sod., 
2014). Ravno krajši diagnostični čas pa bi lahko pomembno prispeval k učinkovitejši 
rabi antibiotikov in s tem k zmanjšanju pojavnosti protimikrobne odpornosti.  
 
Raziskava identifikacije stafilokoknih okužb sklepnih protez z analizo sonikatov 
kirurško odstranjenih sklepnih protez je bila, po nam znani literaturi, prva tovrstna 
raziskava, ki je dokazovala bakterije s pomočjo bakteriofagov v sonikatih sklepnih 
protez (Šuster in sod., 2017). Zlati standard za določitev povzročitelja OSP je sicer še 
vedno kultivacija obproteznega tkiva, ki pa ni povsem zanesljiva, saj raziskave kažejo, 
da v okoli 7 % daje lažno negativne rezultate (Kocjančič in sod., 2014). Najverjetnejši 
razlog za to je način vzorčenja, saj se bakterije nahajajo v obliki biofilma na površini 
sklepne proteze in z vzorčenjem tkiva ni nujno, da jih zajamemo. Za rešitev tega 
problema so bile raziskave usmerjene predvsem v nove strategije vzorčenja, to je 
sonikacija sklepne proteze takoj po odstranitvi proteze in kultivacija sonikata (Trampuž 
in sod., 2007). Meta-analiza 12 raziskav kultivacije sonikata je pokazala, da se 
občutljivost v primerjavi s kultivacijo obproteznega tkiva, poveča iz 81 % na 96 % 
(Zhai in sod., 2014). Poleg tega se vedno bolj uveljavljajo tudi molekularne metode 
diagnostike na osnovi PCR, pri katerih pa je največja omejitev kontaminacija vzorcev z 
bakterijsko DNK ter predvsem nezmožnost razlikovanja med živimi in mrtvimi 
bakterijskimi celicami, saj metoda zaznava prisotnost mikrobne DNK v vzorcu ne glede 
na njen izvor, kar vodi v lažno pozitivne rezultate (Bjerkan in sod., 2012; Mlekuž in 
sod., 2015). Problem je tudi detekcija bakterij v mešani kulturi, kjer je bila detekcija s 
široko-spektralnim PCR (BR-PCR) možna le za prevladujočo bakterijsko vrsto (Hartley 
in Harris, 2014). Hkrati pa se z metodo po okoli 4 urah dobi le pozitiven oz. negativen 
rezultat, podatek o bakterijski vrsti pa nam da šele sekvenciranje, ki traja še dodatnih 24 
ur (Gomez in sod., 2012). Metoda detekcije bakteriofagne DNK v qPCR za posredno 
detekcijo bakterij je boljša, saj se izognemo problemoma kontaminacije z bakterijsko 
DNK in lažno pozitivnim rezultatom, pri tem pa se bakteriofag pomnožuje le v živih 
bakterijskih celicah pri čemer je vrstno specifičen. Metoda je hkrati tudi cenejša in manj 
zahtevna v primerjavi z BR-PCR, saj ni potrebe po izolaciji DNK iz vzorcev in po 
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nadalnjem sekveniranju. Sami bakteriofagi pa so enostavni za vzdrževanje, pri čemer je 
njihovo namnoževanje hitro in poceni, brez potrebe po dragi laboratorijski opremi.  
 
Z uporabljenima metodama detekcije smo tako ob analizi sonikata kot tudi ob analizi 
prekonočne kulture sonikata dosegli 100 % specifičnost testiranja, saj nismo v nobenem 
primeru dobili lažno pozitivnega rezultata. To tudi pomeni, da sta metodi uporabe 
bakteriofaga K specifični za stafilokoke, drugih bakterijskih vrst pa ne zaznata. 
Pozitivna napovedna vrednost je tako 100 %, kar pomeni, da lahko ob pozitivnem 
rezultatu testiranja z gotovostjo trdimo, da gre za stafilokokno okužbo. Detekcija 
stafilokokov je bila uspešna tudi v štirih primerih mešane kulture, kjer so bile poleg 
stafilokokov prisotne še bakterije drugih rodov, kar potrjuje specifičnost bakteriofaga K 
in njegovo zmožnost prepoznave stafilokokov tudi ob prisotnosti drugih bakterij.  
 
Meta-analiza 21 raziskav uporabe PCR za detekcijo OSP je pokazala, da je občutljivost 
uporabe PCR za detekcijo bakterij pri OSP 79 %, in specifičnost 86 % (Li in Yu, 2014). 
Občutljivost metod v naši raziskavi je bila nižja pri analizi vzorcev sonikata 
neposredno, brez predhodne kultivacije, kar je najverjetneje posledica prenizkega 
števila bakterij v posameznih vzorcih. Občutljivost detekcije s qPCR je bila v tem 
primeru višja (81,25 %) v primerjavi z občutljivostjo detekcije ATP (62,5 %) v 
sonikatu, saj smo pri metodi s qPCR pri 3 vzorcih dobili lažno negativen rezultat, pri 
metodi detekcije ATP pa pri 6 vzorcih. Rezultati sovpadajo z nižjo mejo detekcije 
metode qPCR (≈102 CFU/mL) v primerjavi z metodo detekcije ATP (≈103 CFU/mL). 
Ena od omejitev uporabe bakteriofagov je namreč ravno ta, da je v kliničnih vzorcih, 
kljub temu, da obstajajo znaki okužbe, bakterij v nekaterih primerih lahko premalo za 
detekcijo (manj od 102 CFU/ml). V ta namen večina testov z uporabo bakteriofagov 
potrebuje korak predhodne kultivacije, da se bakterije nekoliko namnožijo, in s tem 
omogočijo detekcijo (Schofield in sod., 2012).  
 
Hagens in Loessner (2010) razlagata, da je razlog za to zmanšana verjetnost, da bi 
bakteriofagi sploh prišli v stik z bakterijami glede na volumen testiranega vzorca. Po 
njunih izračunih bi bilo namreč potrebnih 1000 let, da bi se ena bakterija srečala z enim 
bakteriofagom v 1 mL vzorca. Občutljivost naših metod se je temu primerno bistveno 
izboljšala (na 94,12 %) po prekonočni kultivaciji vzorcev sonikatov pred analizo, pri 
čemer med metodama ni bilo več razlik v detekciji. To še dodatno potrjuje dejstvo, da je 
bilo število bakterij v 5 vzorcih sonikata pod mejo detekcije metod, kar je prispevalo k 
nižji občutljivosti ob analizi neposredno vzorca sonikata brez predhodne kultivacije. Pri 
obeh metodah smo tako ob predhodni kultivaciji sonikata dobili lažno negativen rezultat 
le pri enem testiranem vzorcu, ki pa je bil negativen tudi ob mikrobiološki kutivaciji 
sonikata. Pri tem bolniku je bila po definiciji OSP okužba potrjena z drugimi kriteriji, in 
sicer je bila pozitivna le kultivacija obproteznega tkiva. Ker v sonikatu ni bilo prisotnih 
bakterij, smo tudi mi dobili negativen rezultat. Skladno z razlago Hagens in Loessner 
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(2010) pa smo ugotovili, da tudi koncentracija bakteriofaga K glede na koncentracijo 
bakterij v vzorcu (MOI) pomembno vpliva na sproščanje ATP. Rezultati nakazujejo na 
to, da uporaba višjih koncentracij bakteriofaga K prispeva k hitrejšemu liziranju in 
detekciji bakterij. Na podlagi tega tudi sklepamo, da pri testiranih MOI ne prihaja do 
inhibicije lize bakterij. To je sicer pojav, ki bakteriofagom omogoča začasno ustavitev 
lize bakterij, ko zaznajo presežek števila prostih bakteriofagov v primerjavi s številom 
gostiteljskih bakterij (Delbrück, 1940; Kutter in sod., 2005). Sicer pa je bila detekcija 
bakterij možna pri vseh testiranih MOI. Ugotovljeno nakazuje na možnost 
kvantificiranja stafilokokov v vzorcu z neznano koncentracijo bakterij preko opazovanja 
maksimalne koncentracije sproščenega ATP med testiranjem ob različnih 
koncentracijah dodanega bakteriofaga K. Podobno so že Neufeld in sod. (2003) 
uporabili specifični bakteriofag in amperometrično merili aktivnost sproščenega encima 
β-D-galaktozidaze za specifično identifikacijo in kvantifikacijo bakterije E. coli. 
 
Kljub temu, da je diagnostika s pomočjo fagov hitra in občutljiva, pa se v klinični praksi 
uporablja zelo malo (Schofield in sod., 2012). Različne že razvite fagne diagnostične 
metode so osredotočene na detekcijo ene bakterijske vrste/seva z uporabo specifičnega 
bakteriofaga. Na trgu dostopni produkti, FDA potrjeni in v klinični uporabi, pa so 
trenutno diagnostični testi za detekcijo M. tuberculosis, Y. pestis, B. anthracis in S. 
aureus (Esteban in sod., 2012). Metoda zaznavanja pomnožene fagne DNK s pomočjo 
qPCR je bila najprej razvita za detekcijo Y. pestis leta 2010, najpogosteje pa je bila ta 
metoda v klinični praksi uporabljena za ugotavljanje okužbe z M. tuberculosis. Meta-
analiza 31 raziskav je pokazala, da je imel na pomnoževanju fagne DNK temelječ test 
za detekcijo bakterij M. tuberculosis specifičnost 95 % in občutljivost 96 %. Čas 
potreben za postavitev diagnoze pa je bil 48 ur (Van der Merwe in sod., 2014). Pred 
kratkim so Rees in Barr (2017) objavili raziskavo uporabe bakteriofaga K za detekcijo 
MRSA preko pomnoževanja bakteriofaga in detekcijo določenih bakteriofagnih 
peptidov z ionizacijo v matriksu z desorpcijo z laserjem (MALDI). Med MRSA in na 
meticilin občutljivimi bakterijami S. aureus naj bi razlikovali na podlagi dodatka 
antibiotika in pomnoževanja oz. ne-pomnoževanja bakteriofaga K. Vendar je 
bakteriofag K v literaturi opisan kot širokospektralen protistafilokokni bakteriofag s 
sposobnostjo okužbe 9 različnih vrst bakterij rodu Staphylococcus (O’Flaherty in sod., 
2005; Cerca in sod., 2007), kar pa niso upoštevali, in so v raziskavi uporabili le različne 
seve S. aureus. Avtorja torej neutemeljeno trdita, da lahko z uporabo metode MALDI in 
bakteriofaga K ob primerjavi dodatka/ne-dodatka antibiotika razlikujejo med MRSA in 
na meticilin občutljivimi sevi S. aureus, saj bi v primeru, da bi v vzorcu bila prisotna 
druga vrsta stafilokoka ravno tako imeli v vzorcu brez antibiotika pozitiven rezultat. Po 
nam znanih podatkih iz literature je poleg naše raziskave (Šuster in sod., 2017) to edina 
raziskava uporabe bakteriofaga K za diagnostiko stafilokokov.  
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Med raziskavo smo preverili litično sposobnost bakteriofaga K in pokazali, da je 
bakteriofag K sposoben prepoznati in lizirati širok spekter stafilokokov, medtem ko z 
drugimi tretiranimi bakterijskimi vrstami, ki tudi povzročajo OSP, nismo opazili 
nikakršne interakcije, kar potrjuje hipotezo, da je bakteriofag K visoko specifičen za 
povzročitelje okužb sklepnih protez iz rodu Staphylococcus in torej primeren za 
uporabo v diagnostičnem modelu za detekcijo prisotnosti stafilokokov v vzorcu. Po 
optimizaciji metod detekcije in testiranju kliničnih vzorcev sonikatov 104 bolnikov smo 
hipotezo še dodatno potrdili, saj smo imeli pozitivno detekcijo le pri primerih 
stafilokoknih okužb, medtem ko pri okužbah z drugimi bakterijskimi vrstami nismo 
imeli pozitivne detekcije. 
 
Poseben problem pri diagnostiki s standardnimi gojitvenimi mikrobiološkimi metodami 
predstavljajo patogene bakterije, ki lahko v stresnih pogojih (npr. uporaba antibiotikov 
pri bolniku s kliničnimi znaki OSP) preidejo v stanje VBNC, ko na gojiščih ne rastejo 
več, kar pripelje do lažno negativnih rezultatov. Novejše molekularne metode detekcije, 
kot je qPCR sicer lahko zaobidejo problem detekcije VBNC, vendar pa poleg teh 
detektirajo tudi prosto DNK in DNK mrtvih bakterij, kar privede do lažno pozitivnih 
rezultatov. Problem razlikovanja med DNK VBNC in DNK mrtvih bakterij oz. prosto 
DNK v vzorcih so v nekaterih raziskavah (Nogva in sod., 2003; Rudi in sod., 2005; Liu 
in sod., 2014) rešili z dodatkom DNK barvil, ki se vrinejo med nukleotide DNK verige 
proste DNK v vzorcu oz. DNK mrtvih bakterij in preprečujejo pomnoževanje te DNK v 
PCR in s tem detekcijo. Za dokazovanje OSP so princip dodatka propidijevega 
monoazida uporabili Chang in sod. (2014), pri čemer je bila meja detekcije s to metodo 
104 CFU/mL. Prednost uporabe bakteriofagov za posredno detekcijo bakterij s qPCR v 
primerjavi s to metodo je predvsem nižja meja detekcije (≈102 CFU/mL), saj se 
bakteriofagna DNK v bakteriji pomnoži in je je več na razpolago za qPCR v primerjavi 
z bakterijsko. Poleg tega pa se izognemo postopkom izolacije DNK, ki predstavlja 
dodatno možnost za kontaminacijo vzorcev in hkrati tudi nekaj izgube DNK, dodaten 
strošek ter je zahtevna. Optimizirani metodi detekcije stafilokokov z bakteriofagom K z 
detekcijo bakterijskega ATP in z detekcijo bakteriofagne DNK s qPCR smo preizkusili 
na bakterijah S. aureus, pri katerih smo in vitro vzpodbudili stanje VBNC po 10 dneh 
izpostavitve stresu z gentamicinom 8 MIK in stradanju, pri čemer je bilo 23,5 % 
bakterij še vedno živih, čeprav niso bile sposobne rasti na hranilnem gojišču niti po 48 
urah inkubacije pri 37 °C. Z metodo detekcije sproščenega ATP bakterij v stanju VBNC 
po 120 min inkubacije z bakteriofagom K nismo bili sposobni detektirati, saj bakterije 
po tem času niso lizirale. Pri uporabi metode detekcije bakteriofagne DNK z metodo 
qPCR pa smo po 180 min inkubacije suspenzije VBNC bakterij z bakteriofagom K 
ugotovili, da je prišlo do pomnoževanja fagne DNK (torej do detekcije) kasneje tekom 
qPCR, kar pomeni, da je prisotnih manj bakteriofagov, kot smo jih prvotno v suspenzijo 
dodali. Sklepamo, da je prišlo do adsorpcije dodanih bakteriofagov na bakterije v stanju 
VBNC in vstopa fagne DNK v bakterije, zaradi česar je bilo za reakcijo qPCR na voljo 
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manj bakteriofagne DNK. Po podatkih iz literature (Awais in sod., 2008; Ben Said in 
sod., 2010; Fernandes in sod., 2014) so bakteriofagi sposobni prepoznave in adsorbcije 
na bakterije v stanju VBNC, ne pride pa do pomnoževanja bakteriofaga in lize bakterij. 
Druge raziskave detekcije VBNC z bakteriofagi so za to osredotočene predvsem na 
detekcijo preko afinitete in sicer z označenim bakteriofagom (Oda in sod., 2004; Tanji 
in sod., 2004; Awais in sod., 2008) oz. z imobilizacijo bakteriofagov (biosenzor) 
(Fernandes in sod., 2014). Zaradi odloženega pomnoževanja bakteriofaga in lize 
bakterij v stanju VBNC tudi ne pride do povečanja ATP v vzorcu in bakterij z metodo 
detekcije ATP ni moč detektirati. Glede na zmanjšano detekcijo bakteriofagne DNK z 
metodo posredne detekcije s qPCR pa sklepamo, da je detekcija VBNC bakterij s to 
metodo uspešna na podlagi adsorpcije dodanih bakteriofagov. Sicer gre za obraten 
princip kot pri pomnoževanju bakteriofagov, kjer se njihova količina poveča. S 
testiranjem suspenzije mrtvih bakterij S. aureus pa smo hkrati izključili možnost 
adsorpcije na mrtve bakterije in s tem napačno interpretacijo detekcije VBNC bakterij, 
saj med rezultati ΔCt negativne kontrole (E. coli) in mrtvih bakterij S. aureus ni bilo 
statistično značilne razlike, medtem ko je razlika med rezultati testiranja VBNC bakterij 
in mrtvimi bakterijami S. aureus statistično značilna. Da je vezava bakteriofagov na 
mrtve bakterije zanemarljiva v primerjavi z vezavo na VBNC bakterije so ugotovili že 
tudi za nekatere druge bakterije in bakteriofage (Fernandes in sod., 2014). Na področju 
detekcije VBNC bakterij z bakteriofagom K in posredno detekcijo s qPCR bi bile sicer 
potrebne še nadaljnje raziskave in optimizacije metode v smeri detekcije bakterij v 
stanju VBNC. Vendar pa za cilje, ki smo si jih zadali tekom naloge, te niso bile 
potrebne, saj so testirani klinični vzorci pridobljeni od bolnikov s sumom na okužbo 
sklepne proteze, pri čemer so povzročitelji bakterije s sposobnostjo razmnoževanja.  
 
Optimalni čas za bakterijsko detekcijo z metodo lize stafilokokov z bakteriofagom K in 
detekcijo sproščenega ATP je bil dve uri po okužbi z bakteriofagom K, kar pomeni, da 
smo rezultate dobili v treh urah, meja detekcije pa je bila okoli 103 CFU/mL. Sanders 
(1995) je uporabil enak princip za detekcijo bakterije Listeria monocytogenes preko lize 
z bakteriofagom in detekcijo sproščenega ATP, pri čemer so do končnih rezultatov 
porabili 15 h, meja detekcije pa je bila 2,5 × 105 CFU/mL. Gupta in Saxena (2017) so 
pred kratkim metodo uporabili za detekcijo bakterije Brucella abortus, pri čemer je faza 
inkubacije z bakteriofagom trajala 5 h, podatkov o meji detekcije metode pa niso 
objavili. Blasco in sod. (1998) pa so povečali občutljivost metode tako, da so se 
osredotočili na detekcijo adenilat kinaze namesto ATP, pri čemer je bila v idealnih 
pogojih meja detekcije bakterij okoli 103 CFU/mL, rezultate pa so dobili v eni uri za 
bakterijo E. coli in v dveh urah za bakterijo Salmonella newport. Minikh in sod. (2010) 
pa so metodo izpopolnili tako, da so bakteriofage vezali na površino in rezultate 
detekcije E. coli dobili v dveh urah z mejo detekcije 6 × 103 CFU/mL. V primerjavi s 
podatki iz literature je torej naša metoda med hitrejšimi in občutljivejšimi.  
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Bakterije med rastjo sicer izločajo nekaj ATP v gojišče (Mempin in sod., 2013), kar 
smo opazili tudi sami na podlagi rezultatov referenčnega vzorca (slika 7). Vendar pa je 
bila količina zunajceličnega ATP v referenčnih vzorcih ob času testiranja zanemraljivo 
nizka v primerjavi s koncentracijo ATP, ki se je sprostil iz liziranih bakterij in tako ni 
vplival na detekcijo. Za detekcijo z metodo qPCR, pa se je čas do rezultatov podaljšal 
za eno uro, saj se je pri le enourno daljši inkubaciji z bakteriofagom detekcija bakterij 
izboljšala in sicer smo lahko detektirali 10× nižjo koncentracijo bakterij. Tudi pri 
inkubaciji vzorcev z višjo koncentracijo bakteriofaga K smo ugotovili med daljšim 
časom inkubacije in izboljšano detekcijo bakterij podobna. Dodatno je izboljšal 
detekcijo bakterij tudi dodatek kloroforma vzorcem po inkubaciji z bakteriofagom K, 
saj je premaknil mejo detekcije iz ≈ 105 CFU/mL na ≈ 102 CFU/mL vzorca, kar je 
posledica večjega števila razpoložljive bakteriofagne DNK v vzorcu, na račun 
predčasne lize okuženih bakterij. Bakterije okužene z bakteriofagom se namreč nahajajo 
v različnih fazah nastajanja novih bakteriofagov oz njihovih komponent, kar pomeni, da 
se v vzorcu nahajajo tudi bakterije, ki vsebujejo določeno število novih ne-formiranih 
bakteriofagov, vendar pa še niso lizirale. Bakteriofag med svojim razmnoževalnim 
ciklom namreč nadzira čas lize bakterij s holinom, ki je potreben za aktivacijo 
endolizina, kateri razgradi peptidoglikan ter omogoči sprostitev novih bakteriofagov. 
Brez holina endolizin namreč ne more prehajati membrane bakterije in se kopiči v 
citoplazmi (Rice in Bayles, 2008). Z dodatkom kloroforma omogočimo endolizinu 
dostop do peptidoglikana in s tem predčasno lizo (Carlson, 2005) ter sprostitev 
nakopičenih bakteriofagnih komponent (med drugim DNK). Najboljše rezultate 
detekcije z metodo qPCR smo tako dobili po 3h inkubacije vzorcev z bakteriofagom K 
v končni koncentraciji 104 PFU/mL, pri čemer je bila meja detekcije okoli 7 × 102 
CFU/mL, kar je nekaj manj kot ena bakterija na µL vzorca, ki ga testiramo v qPCR. 
Podobno občutljivost detekcije (2,07 × 102 CFU/mL) so Reiman in sod. (2007) dobili za 
bakterijo Bacillus anthracis, pri čemer so potrebovali 5 h. Sergueev in sod. (2010) pa so 
enako raziskovali možnost uporabe metode qPCR za posredno detekcijo bakterije 
Yersinia pestis z uporabo dveh različnih bakteriofagov, pri čemer je po 4 h z manj 
specifičnim bakteriofagom (zazna namreč tudi bakterijo Y. pseudotuberculosis) imela 
metoda mejo detekcije okoli 103 CFU/mL, ob uporabi bolj specifičnega bakteriofaga pa 
okoli 105 CFU/mL, zaradi česar so predlagali vzporedno uporabo obeh bakteriofagov.  
 
Ena od omejitev uporabe bakteriofagov za diagnostiko bakterijskih okužb iz kliničnih 
vzorcev predstavlja kompleksnost kliničnih vzorcev s številnimi inhibitornimi faktorji 
oz. moteče molekule (hemoglobin, laktoferin, imunoglobulini G, ATP iz nebakterijskih 
virov) (Schofield in sod., 2012), ki preprečujejo tako PCR identifikacijo pomnoženih 
bakteriofagov, kot detekcijo bakterijskega ATP. Po pričakovanjih je sonikat sam po sebi 
vseboval visoko koncentracijo ne-bakterijskega kontaminirajočega ATP, kar 
pripisujemo prisotnosti poškodovanega tkiva in krvi v vzorcih. To predstavlja največji 
problem detekcije bakterijske ATP v kliničnih vzorcih, zaradi česar je potrebna 
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ekstrakcija in odstranitev ne-bakterijske ATP pri pripravi vzorcev (Nilsson LE in sod., 
1989). Podobno kot Nilsson in sod. (1989), ki so uspešno lizirali krvne celice in izničili 
njihov ATP z uporabo triton-apirazne raztopine, smo uspešno odstranili ne-bakterijski 
ATP prisoten v sonikatih z uporabo 1 % tritona X-100 in centrifugiranjem. Pokazali 
smo, da postopek ne vpliva signifikantno na viabilnost bakterij v vzorcu. Po odstranitvi 
kontaminirajočega ATP se je sonikat tako izkazal za primeren vzorec za detekcijo 
prisotnosti stafilokokov. Izkazalo se je tudi, da je detekcija bakteriofagne DNK z 
metodo qPCR v bolj krvavih vzorcih sonikatov motena, kar je posledica molekul 
hemoglobina in imunoglobulina G, ki zavirata PCR z zmanjšanjem aktivnosti encima 
polimeraze, znižanjem fluoresciranja fluorescenčnih barvil in vezavo na enoverižne 
molekule DNK, kar ovira polimerizacijo DNK v prvih ciklih qPCR (Sidstedt in sod., 
2018). Vendar pa je bilo krvavih vzorcev malo, in ker smo tudi v takih vzorcih uspeli 
detektirati stafilokoke s qPCR kljub slabšemu signalu, smo tretiranje vzorcev z 1 % 
tritonom X-100 pri tej metodi opustili in tako skrajšali čas detekcije. Tretiranje ravno 
tako ni bilo potrebno pri analizi prekonočnih kultur sonikatov za nobeno izmed 
uporabljenih metod detekcije, saj so se zaviralne komponente sonikata, ob dodatku v 
gojišče razredčile do te mere, da niso bile več moteče. 
 
Zaradi možnosti hitre detekcije počasneje rastočih bakterijskih vrst, pa je vedno bolj 
zanimiva predvsem novejša tehnologija gensko spremenjenih reporterskih fagov, ki 
temelji na vstavitvi reporterskih genov v ne-esencialne regije fagnih genomov. Na ta 
način so bili uspešno klonirani že številni geni, vključno z geni, ki kodirajo luciferazo 
kresnic in razne fluorescenčne proteine (GFP, ZsYellow). Loessner in sod. (1996) so 
tako pripravili luciferazno reporterski bakteriofag za detekcijo bakterije Listeriy 
monocytogenes, ki je bil sposoben detekcije 5 × 102 – 103 CFU/mL bakterij v dveh 
urah. Chen in Griffiths (1996) so za detekcijo bakterij Salmonella v jajcih razvili koktajl 
treh reporterskih bakteriofagov, s katerim so v 6 h lahko detektirali 10 CFU/mL bakterij 
iz tekoče kulture oz. v 24 h iz celega jajca. Turpin in sod. (1993) so razvili reporterski 
bakteriofag za detekcijo bakterije Salmonella typhimurium iz vzorcev iz okolja pri 
čemer so lahko detektirali tudi eno samo bakterijsko celico v 100 mL vzorca v 24 h. 
Oda in sod. (2004) pa so na beljakovini kapside bakteriofaga izrazili GFP in tako 
omogočili vizualizacijo bakterij E. coli pod fluorescentnim mikroskopom že po 10 min 
inkubacije z reporterskim bakteriofagom.  
 
Kot eno izmed metod detekcije stafilokokov smo tudi mi želeli pripraviti reporterski, 
gensko spremenjeni, bakteriofag K, ki bi med zapisi genov za strukturne komponente 
nosil zapis za ojačani zeleni fluorescenčni protein. S standardnimi metodami kloniranja 
smo uspešno pripravili vektor za homologno rekombinacijo bakteriofaga K. Vendar pa 
smo naleteli na omejitev pri elektrotransformaciji konstrukta v gostiteljsko bakterijo S. 
aureus RN4220. Na uspeh elektroporacije vpliva veliko parametrov: priprava 
elektrokompetentnih bakterijskih celic, električni parametri elektroporatorja (oblika, 
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amplituda in trajanje pulza), uporabljene kivete, regeneracijski medij in čas regeneracije 
bakterij po elektroporaciji, gostota elektrokompetentnih celic, koncentracija (in velikost) 
plazmida. Tudi od izbire bakterijske vrste je odvisna uspešnost transformacije. 
Transformacija po Gramu pozitivnih bakterij, kakršna je S. aureus, je precej težavnejša 
od transformacije npr. E. coli, ki je po Gramu negativna in jo je možno transformirati že 
z enostavnejšimi metodami (uporaba komercialnih kitov, transformacija s 
temperaturnim šokom, itd.) (Schenk in Laddaga, 1992; Grosser in Richardson, 2014). 
Najverjetneje je bil eden izmed glavnih vzrokov za neuspešno elektroporacijo majhna 
koncentracija pridelanega plazmida za homologno rekombinacijo bakteriofaga K. Skozi 
postopke izolacije in prečiščevanja je namreč prihajalo do izgub na količini in tako smo 
za elektroporacijo imeli na voljo le 19 ng plazmida. Uspešnost transformacije S. aurues 
RN 4220 glede na literaturo (Schenk in Laddaga, 1992), je sicer okoli 3 x 105 
transformant na µg plazmida pC194. Po več neuspelih poizkusih elektroporacije 
vektorja, smo, zaradi pomanjkanja primerne laboratorijske opreme in sredstev, metodo 
opustili in se osredotočili na drugi dve izbrani metodi določanja prisotnosti 
stafilokokov. 
 
Ena izmed glavnih omejitev uporabe bakteriofaga K za diagnostiko okužb sklepnih 
protez predstavlja njegova specifičnost, saj smo metodi detekcije bakterijske ATP in 
fagne DNK optimizirali za detekcijo bakterij rodu Staphylococcus, za katere je fag 
specifičen. Če bi metodi želeli prenesti v uporabo še za detekcijo drugih bakterijskih 
vrst, bi poleg drugih bakteriofagov bila potrebna še optimizacija metod. Predvsem 
določitev parametrov, ki so odvisni tako od bakteriofaga kot od gostitelja. Vsekakor pa 
rezultati odpirajo možnost za nadaljnje raziskovanje bakteriofagov specifičnih še za 
druge povročitelje OSP, s čimer bi lahko razširili spekter detekcije metod in se tako 
približali k razvoju hitre in specifične metode za natančno in poceni diagnostiko OSP.  
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6 SKLEPI 
 
Bakteriofag K je visoko specifičen bakteriofag, ki je sposoben prepoznati in lizirati le 
stafilokoke, medtem ko na druge bakterijske vrste, ki za pogosto povzročajo OSP, nima 
vpliva. 
 
Bakterij S. aureus v stanju VBNC ni moč detektirati z metodo lize z bakteriofagom K in 
detekcije ATP. Pač pa je detekcija možna z uporabo qPCR na podlagi adsorpcije 
dodanih bakteriofagov in tako zmanjšane detekcije bakteriofagne DNK. 
 
Detekcija stafilokokov v sonikatih okuženih sklepnih protez z uporabo specifičnega 
bakteriofaga K, bodisi preko lize bakterij in detekcije sproščenega znotrajceličnega 
ATP, bodisi preko pomnoževanja bakteriofaga in detekcije bakteriofagne DNK v qPCR, 
je hitra, občutljiva in specifična ter omogoča detekcijo le živih stafilokokov.  
 
Detekcija stafilokokov z bakteriofagom K je uspešna tudi v primeru mešane kulture, ko 
so poleg stafilokokov v vzorcu prisotne še bakterije drugih rodov. 
 
Uporaba bakteriofaga K za detekcijo bakterij rodu Staphylococcus v sonikatih OSP 
dosega primerljivo občutljivost v primerjavi s standardnimi mikrobiološkimi 
preiskavami.  
 
Čas za detekcijo in postavitev prave diagnoze je krajši v primerjavi s standardnimi 
mikrobiološkimi metodami, kar bi lahko prispevalo k učinkovitejši rabi antibiotikov in s 
tem k zmanjšanju pojavnosti protimikrobne odpornosti.  
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7 POVZETEK (SUMMARY) 
 
7.1 POVZETEK 
 
Sklepne proteze pomembno prispevajo k boljši gibljivosti in zmanjšanju bolečin v 
sklepih bolnikov z osteoartrozo. Zaradi staranja prebivalstva se število vsaditev sklepnih 
protez povečuje iz leta v leto, kar pa s seboj prinaša tudi več zapletov povezanih s tem. 
OSP predstavljajo najbolj resen zaplet, pri čemer so najpogostejši povzročitelji bakterije 
rodu Staphylococcus spp. Zlati standard v diagnostiki OSP tretutno še vedno predstavlja 
mikrobiološka diagnostika, in sicer mikrobiološka kultura obproteznega punktata ali 
obproteznega tkiva, ki pa ni povsem zanesljiva, saj raziskave kažejo, da v okoli 7 % 
daje lažno negativne rezultate. Poleg tega je postopek do potrditve okužbe in določitve 
povzročitelja dolgotrajen. Tako za zdaj še ni metode za hitro in natančno diagnostiko 
OSP, ki bi bila 100 % zanesljiva. Litični bakteriofagi so virusi, ki tekom svojega 
razmnoževalnega cikla specifično prepoznajo in lizirajo bakterije. Njihova uporaba v 
diagnostične namene ponuja specifično prepoznavo ter ločevanje med živimi in mrtvimi 
bakterijami, pri čemer so enostavni za vzdrževanje. Namen doktorske naloge je bil 
raziskati možnosti uporabe bakteriofaga K za določanje bakterij rodu Staphylococcus 
pri okužbah sklepnih protez, s čimer smo želeli prispevati k razvoju hitrejše, bolj 
občutljive, bolj specifične, hkrati pa enostavnejše in cenejše metode za diagnostiko 
OSP. 
 
Da bi potrdili uporabnost bakteriofaga K za detekcijo stafilokoknih OSP, smo na 
izbranih bakterijskih vrstah, ki najpogosteje povzročajo OSP, preverili baktericidno 
sposobnost bakteriofaga K z metodo štetja plakov v kapljici in s testom spremljanja 
bakterijske lize v tekoči kulturi. Tekom naloge smo načrtovali optimizacijo in preizkus 
treh različnih metod za detekcijo stafilokokov z uporabo bakteriofaga K. Pri eni izmed 
metod smo želeli pripraviti reporterski, gensko spremenjeni, bakteriofag K, ki bi med 
zapisi genov za strukturne komponente nosil zapis za ojačani zeleni fluorescenčni 
protein. Vendar pa smo naleteli na omejitev pri elektrotransformaciji konstrukta v 
gostiteljsko bakterijo. Po več neuspelih poizkusih elektroporacije vektorja, smo zaradi 
pomanjkanja primerne laboratorijske opreme in sredstev, metodo opustili in se 
osredotočili na drugi dve izbrani metodi določanja prisotnosti stafilokokov in sicer 
preko lize z bakteriofagom K in detekcije sproščenega ATP ter preko pomnoževanja 
bakteriofaga K in detekcije bakteriofagne DNK z metodo qPCR. Pred analizo kliničnih 
vzorcev sonikatov, pridobljenih s sonikacijo operativno odvzetih sklepnih protez, smo 
metodi optimizirali na dveh izbranih bakterijskih vrstah, ki med stafilokoki predstavljata 
najpogostejša povzročitelja OSP - S. aureus in S. epidermidis. Pri tem smo določali 
vpliv MOI na detekcijo in optimalni čas detekcije. Po optimizaciji metod na tekočih 
kulturah izbranih bakterijskih vrst, smo metodi preizkusili in dodatno optimizirali še z 
uporabo simulirano okuženega sonikata, ki smo ga inokulirali s S. aureus. Ne-
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bakterijski ATP prisoten v sonikatih smo odstranili z uporabo 1 % tritona X-100 in 
centrifugiranjem po optimiziranem protokolu. Preverili smo tudi vpliv dodatka 
kloroforma na detekcijo s qPCR in za obe metodi določili mejo detekcije. Optimizirani 
metodi smo preizkusili tudi na bakterijah S. aureus, pri katerih smo in vitro vzpodbudili 
stanje VBNC z gojenjem na revnem gojišču z dodanim antibiotikom. Z barvanjem 
bakterij s komercialnim kitom LIVE/DEAD ® BacLightTM Bacterial Viability Kit in 
opazovanjem bakterij pod fluorescenčnim mikroskopom smo določili živost bakterij. Po 
uspešni vzpostavitvi stanja VBNC smo bakterije v suspenziji poizkusili detektirati z 
optimiziranima metodama detekcije. Optimizirani metodi smo uporabili v klinični 
raziskavi na kliničnih vzorcih sonikatov. Z metodama določanja prisotnosti stafilokokov 
z bakteriofagom K smo analizirali 104 klinične vzorce sonikatov, kakor tudi njihovih 
prekonočnih kultur ter jih primerjali z rezultati mikrobioloških preiskav. 
 
Rezultati testiranja specifičnosti bakteriofaga K so pokazali, da je bakteriofag K 
sposoben prepoznati in lizirati le stafilokoke, medtem ko z drugimi tretiranimi 
bakterijskimi vrstami, ki tudi povzročajo OSP, nismo opazili nikakršne interakcije. 
Optimalni čas za bakterijsko detekcijo z metodo lize stafilokokov z bakteriofagom K in 
detekcijo sproščenega ATP je bil 120 min po okužbi z bakteriofagom K. Najboljše 
rezultate detekcije z metodo qPCR pa smo dobili po 180 min inkubacije vzorcev z 
bakteriofagom K v končni koncentraciji 104 PFU/mL. Ugotovilli smo tudi, da 
koncentracija bakteriofaga K glede na koncentracijo bakterij v vzorcu (MOI) 
pomembno vpliva na sproščanje ATP. Dodatek kloroforma vzorcem stafilokoknih 
kultur po 180 min inkubaciji z bakteriofagom K pri končni koncentraciji 104 PFU/mL je 
izboljšal detekcijo bakterij, saj je premaknil mejo detekcije iz 7,8 × 105 CFU/mL na 7,8 
× 102 CFU/mL vzorca. Meja detekcije je bila v območju 103 CFU/mL testiranega 
vzorca ob uporabi metode lize stafilokokov z bakteriofagom K in detekcijo sproščenega 
ATP. Pri detekciji bakteriofagne DNK z metodo qPCR pa je bila meja detekcije bakterij 
6,8 × 102 CFU/mL. Po 10 dneh izpostavitve stresu z gentamicinom in stradanju smo 
potrdili uspešnost in vitro indukcije stanja VBNC pri S. aureus, pri čemer je bilo 23,5 % 
bakterij še vedno živih, čeprav niso bile sposobne rasti na hranilnem gojišču. Z metodo 
detekcije sproščenega ATP bakterij v stanju VBNC z bakteriofagom K nismo bili 
sposobni detektirati, saj bakterije po tem času niso lizirale. Pri uporabi metode detekcije 
bakteriofagne DNK z metodo qPCR pa smo po 180 min inkubacije suspenzije VBNC 
bakterij z bakteriofagom K opazili pomnoževanje fagne DNK, vendar kasneje tekom 
qPCR kot pri bakterijah, ki niso bile v stanju VBNC. Glede na zmanjšano detekcijo 
bakteriofagne DNK smo sklepali, da je detekcija VBNC bakterij s to metodo uspešna na 
podlagi adsorpcije dodanih bakteriofagov. Sonikat se je izkazal za primeren vzorec za 
detekcijo prisotnosti stafilokokov s pomočjo bakteriofaga K. Z uporabljenima 
metodama detekcije smo v sonikatih kot tudi v prekonočnih kulturah sonikata dosegli 
100 % specifičnost metod in 100 % napovedno vrednost. Občutljivost metod je bila 
nižja pri analizi vzorcev sonikata neposredno, brez predhodne kultivacije. Občutljivost 
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detekcije s qPCR je bila v tem primeru višja (81,25 %) v primerjavi z občutljivostjo 
detekcije ATP (62,5 %) v sonikatu, saj smo pri metodi s qPCR pri 3 vzorcih dobili 
lažno negativen rezultat, pri metodi detekcije ATP pa je bil lažno negativen rezultat v 6 
primerih. Občutljivost metod se je bistveno izboljšala (na 94,12 %) s prekonočno 
kultivacijo vzorcev sonikatov pred analizo, pri čemer med metodama ni bilo več razlik v 
detekciji. Pri obeh metodah smo tako ob predhodni kultivaciji sonikata dobili lažno 
negativen rezultat le pri enem testiranem vzorcu, ki pa je bil negativen tudi ob 
mikrobiološki kutivaciji sonikata,  pozitivna je bila le kultivacija obproteznega tkiva.  
 
Z uporabo bakteriofaga K za detekcijo bakterij pri 104 testiranih sonikatih smo dosegli 
enako občutljivost določitve bakterij rodu Staphylococcus v vzorcih sonikatov v 
primerjavi s standardnimi mikrobiološkimi preiskavami. Vsekakor pa se je pomembno 
skrajšal čas detekcije v primerjavi s standardnimi metodami kultivacije, kjer je 
potrebnih najmanj 24 do 72 ur do potrditve okužbe in določitve povzročitelja. Krajši 
diagnostični čas pa bi lahko prispeval k učinkovitejši rabi antibiotikov in s tem k 
zmanjšanju pojavnosti protimikrobne odpornosti. Detekcija stafilokokov je bila uspešna 
tudi v štirih primerih mešane kulture, kjer so bile poleg stafilokokov prisotne še 
bakterije drugih rodov, kar pomembno potrjuje specifičnost bakteriofaga K in njegovo 
zmožnost prepoznave stafilokokov tudi ob prisotnosti drugih bakterij. Rezultati odpirajo 
možnost za nadaljnje raziskovanje bakteriofagov specifičnih še za druge povročitelje 
OSP, s čimer bi se približali k razvoju hitre in specifične metode za natančno in poceni 
diagnostiko OSP. 
 
7.2 SUMMARY 
 
Artificial joints contribute to an improved life quality by restoring a functional and pain 
free joint. The number of primary total hip and knee arthroplasties has been increasing 
over the past few years, mostly due to population aging. Infection represents the most 
serious cause of prosthetic joint implants loosening with Staphylococcus spp. being the 
most frequently causative bacteria. Currently, the gold standard for the microbiological 
diagnosis remains the culturing of preoperative aspirated joint fluid and intraoperative 
periprosthetic tissue samples, which gives false negative results in about 7 % of cases. 
In addition, the procedure is time consuming, especially in the cases of slowly growing 
bacteria. As for now, there is no diagnostic test available with 100 % sensitivity to 
identify prosthetic joint infections. Lytic bacteriophages are viruses that specifically 
infect and lyse bacteria within their replication cycle. Their use in detection procedures 
offers specific targeting, differentiation between live and dead bacteria, avoiding time 
consuming or laborious steps. During our research we aimed to explore possibilities for 
the use of bacteriophage K for the detection of live Staphylococcus spp. bacteria in 
sonicate fluid of infected prosthetic joints, to possibly contribute to the development of 
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a faster, more sensitive, specific and at the same time economical and handy method for 
the establishment of the right diagnosis. 
 
To confirm the potential of bacteriophage K for detection of staphylococcal prosthetic 
joint infections, spot assay and culture tube test were performed for different bacterial 
species, which are most frequently found to cause PJI. During our research we planned 
to design, optimize and test different methods for the detection of staphylococci with 
the use of bacteriophage K. Within one of the methods we planned to prepare a 
genetically modified reporter bacteriophage K that would express a green fluorescent 
protein. Unfortunately we encountered a constraint in electrotransforming the construct 
into the host bacterium. After several attempts of electroporation of the vector, the 
method was abandoned due to the lack of suitable laboratory equipment and means, and 
we focused on the other two selected methods for the determination of staphylococci 
with bacteriophage K lysis and released intracellular ATP detection and with the 
detection of bacteriphage K DNA with qPCR after its proliferation. Before the analysis 
of clinical sonicate samples obtained with the sonication of removed hip or knee joint 
prostheses, the methods were optimized on bacterial cultures of S. aureus and S. 
epidermidis, which represent the most frequently detected pathogen in PJI. Within the 
optimization of methods, the optimal time for detection was determined and the 
influence of MOI on detection was explored. The optimized methods were tested also 
on S. aureus bacteria, in which the viable but non-culturable (VBNC) state was induced 
with starvation on low-nutrient medium and antibiotic exposure. Bacterial viability was 
then determined using the commercial LIVE/DEAD ® BacLightTM Bacterial Viability 
Kit and visualization of stained bacteria with a fluorescent microscope. After 
confirmation of the induced VBNC state, the suspension of VBNC bacteria was 
assessed for the detection with the optimized methods. After the optimization of the 
methods on pure bacterial cultures, the methods were additionally optimized on 
simulated infected sonicate fluid, which was inoculated with S. aureus. Non-bacterial 
ATP, present in sonicate fluid from other sources, was removed with the use of 1 % 
triton X-100 and centrifugation after an optimized protocol. After the methods were 
optimized for the use on sonicate fluid, clinical samples were assayed. 104 clinical 
sonicate fluid samples and their over-night cultures were assayed with the methods for 
the determination of staphylococci with bacteriophage K. Data about laboratory and 
clinical indicators and results of parallel microbiological testing were obtained from 
hospital administrative data. With the use of criteria for the determination of PJI, 
patients were divided in two groups, in those with PJI and those with aseptic loosening 
of the prostheses. Subsequently the obtained results were compared with the detection 
of staphylococci with the use of bacteriophage K. 
 
Specificity testing results of bacteriphage K showed that it is able to recognize and lyse 
only staphylococci. There was no interaction with other tested bacteria, that can 
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potentially cause PJI. The optimal time for bacterial detection with the method of ATP 
detection after staphylococcal lysis with bacteriophage was estimated to be 120 min 
after infection with bacteriophage K. On the other hand the best results with the method 
of qPCR were obtained after 180 min of sample incubation with bacteriophage K at the 
final concentration of 104 PFU/mL. It was also confirmed that the concentration of 
bacteriophage K in correlation with the concentration of bacteria present in the sample 
(MOI) significantly influenced the release of bacterial ATP. The addition of chloroform 
to bacterial culture samples 180 min after incubation with bacteriophage K at a 
concentration of 104 PFU/mL significantly increased the detection of bacteria, lowering 
the limit of detection with the method form 7.8 × 105 CFU/mL to 7.8 × 102 CFU/mL of 
sample. The limit of detection for the ATP method was in the range of 103 CFU/mL of 
tested sample and 6.8 × 102 CFU/mL for the method of bacteriophage K DNK detection 
with qPCR. After 10 days of S. aureus exposure to stress with gentamycin 8 MIC and 
starvation, the success of in vitro induction of the VBNC state in bacteria was 
confirmed, with 23.5 % of bacteria still alive, although they were not able to grow on 
the nutrient medium. With the ATP detection method we were not able to detect VBNC 
bacteria after 120 min of incubation with bacteriophage K, because lysis did not occur. 
However, we observed a delay in bacteriophage DNA multiplication (bacterial 
detection) during qPCR after 180 min of incubation of VBNC bacteria with 
bacteriophage K. Considering the reduced detection of bacteriophage DNA, it was 
concluded that the detection of VBNC bacteria with this method was successful based 
on the adsorption of added bacteriophages on present VBNC bacteria. After removing 
the contaminating ATP from soniacte fluid, it was proven as a suitable sample for the 
detection of staphylococci. With the methods of ATP and bacteriophage K DNA 
detection for the indirect detection of Staphylococcus spp., both the analysis of sonicate 
fluid and the analysis of its over-night culture achieved 100 % specificity and predictive 
value, as there were no false positive results. The sensitivity of the methods was lower 
when analyzing sonicate fluid samples directly, without prior cultivation. The 
sensitivity of qPCR detection was higher (81.25 %) compared to the sensitivity of ATP 
detection (62.5 %) in sonicate fluid directly as a result of 3 false negative results with 
the qPCR method compared to 6 false negatives with the ATP detection method. The 
sensitivity of the methods was significantly improved (to 94.12 %) with overnight 
cultivation of sonicate fluid samples prior to analysis, with no difference in detection 
between the methods. In both methods, with pre-cultivation of sonicate fluid samples, 
only one of the tested samples resulted in a false negative result. However, the same 
sample was negative even when tested with standard microbiological methods. In this 
patient, only the microbiological cultivation of the periprosthetic tissue sample was 
positive. 
 
With the use of bacteriophage K for the detection of bacteria within 104 tested sonicate 
fluid samples, the same sensitivity of Staphylococcus spp. bacteria determination was 
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achieved compared to standard microbiological methods. However, the detection time 
was significantly reduced compared to standard cultivation methods, which require at 
least 24 to 72 hours to confirm infection and determine the causative pathogen. A 
shorter diagnostic time could contribute to a more effective use of antibiotics and 
thereby reduce the incidence of antimicrobial resistance. Detection of staphylococci was 
also successful in four cases of mixed culture, where bacteria of other genera were 
present in addition to staphylococci, which additionally confirms the specificity of 
bacteriophage K and its ability to identify staphylococci also in the presence of other 
bacteria. The results open up the possibility for further exploration of bacteriophages 
specific to other non-staphylococcal bacteria that can also cause PJI, in order to expand 
the detection spectrum of methods and thus approach the development of a fast and 
specific method for accurate and inexpensive diagnosis of PJI.  
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PRILOGE 
Priloga A 
 
Nukleotidno zaporedje vstavka za homologno rekombinacijo bakteriofaga K 
 
GACACCGAGCTCAGCTCCTTCTGAAGAAGTAACAGCTACAGTATCTAACGT
AGACGATGGTGTTAAACTTTCAATTAATGTTAACGCTATGTACCAACAACAA
CCACAATTCGTTTCTATCTACCGTCAAGGTAAAGAAACAGGTATGTACTTCC
TAATCAAACGTGTACCAGTTAAAGATGCACAAGAAGACGGAACAATCGTAT
TCGTAGATAAGAACGAAACATTGCCTGAAACAGCAGACGTATTTGTTGGTG
AAATGTCACCACAAGTAGTTCACTTATTCGAATTACTTCCAATGATGAAATT
ACCATTAGCTCAAATTAATGCTTCTATTACATTTGCAGTATTATGGTATGGT
GCATTAGCATTACGTGCTCCTAAAAAATGGGCTCGTATTAAAAACGTTCGTT
ATATCGCAGTTTAATAGAGGAGGTAAATATATATGGTGAGCAAGGGCGAGG
AGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAA
ACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACG
GCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCT
GGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTA
CCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGG
CTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGAC
CCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCT
GAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGG
AGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGA
ACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCG
TGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCG
TGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAG
ACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCG
CCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAATAGGGATAAACT
TAGGGTTTATCCCTTTTTTATTAAAATAAACTTGAAGGGATTTAATAAATAT
GTTATACTATAAGAAACTATTAGATAAAAAAATGGCTACTGTTTATGGTACA
GTGGAGATTGACAAAGATGGAGTAGTCAAAGGATTAACTAAAGAACAAGA
AAAAGAATTTGCCAATGTTCCAGGTTTTGAATTTGAAGAAGAAAAGAAAAC
TACTAGAAAACAATCAGCTTCTACTAGTAAAGAAGAAGAGCCTAAGGAAGA
GGAAAAGAAAGCCTCTACTAGAAAAACTACAAATACTACTAGAAAATCTAC
AGCACGTAAAACAACAGCCAAAAAAGATGAAAATAAGTAATCTAGACGAA
CC 
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Priloga B 
 
Preglednica demografskih in kliničnih podatkov bolnikov ter rezultati analize sonikatov z bakteriofagom K 
 
Podatki pacienta 
Prisotnost  mikroorganizma  
izoliranega  iz  tekočin  ali  tkiv  v  
okolici  vsadka  ali  iz  vsadka samega 
Prisotnost   gnoja   v   
okolici   umetnega   
sklepa, ki je potrjen 
citološko, histološko 
ali makroskopsko 
Prisotnost 
fistule, ki 
komunicira 
z vsadkom Rezultati diagnostike s fagom 
Zaporedn
a št 
prejetega 
sonikata Spol 
Starost 
ob 
operaciji 
Tkivo v okolici 
vsadka Sonikat vsadka Histologija Gnoj Fistula 
ATP 
sonikat 
(ΔX v 
nmol/L) 
ATP 
prekonočna 
sonikata 
(ΔX v 
nmol/L) 
qPCR 
sonikat 
(ΔCt) 
qPCR 
prekonočn
a sonikata 
(ΔCt) 
1 Ž 73 - - - - - 
- 
(0,6±0,2) 
- 
(2,4±0,9) 
- 
(0,5±0,2) 
- 
(0,7±0,5) 
2 Ž 80 - - - - - 
- 
(1,6±0,4) 
- 
(1,0±0,3) 
- 
(-0,3±0,1) 
- 
(0,5±0,4) 
3 M 69 - - - - - 
- 
(-0,4±0,2) 
- 
(2,1±0,8) 
- 
(-0,1±0,5) 
- 
(0,1±0,3) 
4 M 77 
S. epidermidis 
(1,2,3,5,6,7) 
S. epidermidis; 
Cutibacterium 
acnes + - - 
+ 
(82,1±0,4) 
+ 
(1749,1± 
109,7) 
+ 
(-1,5±0,2) 
+ 
(-10,0±0,2) 
5 M 68 - - - - - 
- 
(1,3±0,5) 
- 
(-3,2±1,3) 
- 
(-0,1±0,1) 
- 
(0,2±0,1) 
6 Ž 80 - - - - - 
- 
(0,4±0,4) 
- 
(0,6±0,3) 
- 
(0,2±0,1) 
- 
(0,4±0,1) 
7 M 73 
S. epidermidis 
(1,2,3,4,5,6) S.epidermidis Ø + - 
+ 
(16,4±3,4) 
+ 
(856,2±79,1) 
+ 
(-1,7±0,1) 
+ 
(-9,2±0,2) 
8 M 46 - - - - - 
- 
(-0,3±0,1) 
- 
(4,2±2,3) 
- 
(1,0±0,4) 
- 
(0,9±0,5) 
9 Ž 57 - - + - - 
- 
(-2,1±1,0) 
- 
(-2,4±0,7) 
- 
(0,3±0,2) 
- 
(-0,5±0,2) 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 
Zaporedna 
št 
prejetega 
sonikata Spol 
Starost 
ob 
operaciji 
Tkivo v okolici 
vsadka Sonikat vsadka Histologija Gnoj Fistula 
ATP 
sonikat 
(ΔX v 
nmol/L) 
ATP 
prekonočna 
sonikata (ΔX v 
nmol/L) 
qPCR 
sonikat 
(ΔCt) 
qPCR 
prekonočna 
sonikata 
(ΔCt) 
10 Ž 68 - - - - - 
- 
(3,5±1,2) 
- 
(4,0±1,5) 
- 
(0,4±0,2) 
- 
(-0,1±0,4) 
11 M 48 - - - - - 
- 
(-0,5±0,2) 
- 
(3,7±1,5) 
- 
(0,1±0,2) 
- 
(-0,6±0,3) 
12 Ž 71 - - - - - 
- 
(0,7±0,3) 
- 
(-5,8±2,0) 
- 
(0,2±0,1) 
- 
(0,3±0,1) 
13 Ž 78 - - - - - 
- 
(2,1±1,0) 
- 
(3,0±1,5) 
- 
(-0,5±0,2) 
- 
(0,6±0,3) 
14 M 70 S. capitis (4,5,6) S. capitis + + - 
- 
(8,8±2,3) 
+ 
(62,9±0,9) 
+ 
(-1,8±0,2) 
+ 
(-11,7±0,1) 
15 Ž 64 - - + - - 
- 
(1,6±0,4) 
- 
(3,0±1,7) 
- 
(0,2±0,1) 
- 
(0,8±0,3) 
16 Ž 75 - - - - - 
- 
(-0,5±0,2) 
- 
(0,9±0,4) 
- 
(-0,1±0,1) 
- 
(0,2±0,1) 
17 Ž 79 - - - - - 
- 
(2,7±1,0) 
- 
(2,2±3,0) 
- 
(0,5±0,2) 
- 
(0,3±0,4) 
18 M 66 S. epidermidis (1,2) - - - - 
- 
(1,1±0,4) 
- 
(-1,3±0,4) 
- 
(0,5±0,5) 
- 
(0,0±0,1) 
19 M 69 
S. aureus 
(1,2,3,4,5,6); 
Streptococcus 
agalactiae (skupina 
B)  (1,2,3,4,5,6) 
S. aureus; 
S. agalactiae 
(skupina B) Ø + + 
+ 
(15,5±1,3) 
+ 
(155,8±8,3) 
+ 
(-2,8±0,2) 
+ 
(-8,3±0,2) 
20 M 66 - - - - - 
- 
(2,5±0,9) 
- 
(4,6±2,8) 
- 
(0,1±0,3) 
- 
(-0,1±0,2) 
21 M 66 - - - - - 
- 
(1,8±0,8) 
- 
(4,3±2,5) 
- 
(-0,3±0,1) 
- 
(-0,2±0,1) 
22 Ž 73 - - Ø - - 
- 
(-2,2±0,8) 
- 
(-1,0±0,3) 
- 
(0,5±0,2)  
- 
(0,3±0,2) 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 
Zaporedna 
št 
prejetega 
sonikata Spol 
Starost 
ob 
operaciji 
Tkivo v okolici 
vsadka Sonikat vsadka Histologija Gnoj Fistula 
ATP 
sonikat 
(ΔX v 
nmol/L) 
ATP 
prekonočna 
sonikata (ΔX v 
nmol/L) 
qPCR 
sonikat 
(ΔCt) 
qPCR 
prekonočna 
sonikata 
(ΔCt) 
23 Ž 71 - - - - - 
- 
(-0,4±0,1) 
- 
(1,0±0,4) 
- 
(-0,1±0,1) 
- 
(-0,7±0,3) 
24 Ž 68 - - Ø - - 
- 
(-0,6±0,3) 
- 
(2,9±1,0) 
- 
(0,4±0,2) 
- 
(0,5±0,1) 
25 M 70 - - + + + 
- 
(3,4±1,5) 
- 
(1,2±0,5) 
- 
(-0,3±0,1) 
- 
(1,2±0,4) 
26 Ž 83 - - - - - 
- 
(-0,8±0,3) 
- 
(-1,1±0,5) 
- 
(1,5±0,4) 
- 
(0,4±0,1) 
27 M 83 - - - - - 
- 
(7,0±4,2) 
- 
(0,6±0,2) 
- 
(0,5±0,2) 
- 
(0,0±0,1) 
28 Ž 71 - - - - - 
- 
(1,2±0,4) 
- 
(3,0±1,1) 
- 
(0,7±0,4) 
- 
(-0,1±0,2) 
29 M 80 - - - - - 
- 
(2,2±0,9) 
- 
(5,1±3,1) 
- 
(1,0±0,4) 
- 
(0,6±0,3) 
30 M 32 S. epidermidis (1,2) S. epidermidis Ø - - 
- 
(4,2±2,1) 
+ 
(34,1±3,2) 
+ 
(-1,0±0,1) 
+ 
(-4,3±0,1) 
31 Ž 74 - - Ø - - 
- 
(2,4±1,4) 
- 
(4,1±1,2) 
- 
(0,6±0,2) 
- 
(0,1±0,3) 
32 Ž 70 - - Ø - - 
- 
(2,0±0,6) 
- 
(-0,3±0,1) 
- 
(-0,4±0,1) 
- 
(0,3±0,1) 
33 Ž 70 - - Ø - - 
- 
(-1,0±0,2) 
- 
(-0,9±0,2) 
- 
(-0,5±0,2) 
- 
(0,2±0,3) 
34 Ž 79 - - - - - 
- 
(0,5±0,2) 
- 
(3,3±1,5) 
- 
(0,1±0,1) 
- 
(1,0±0,4) 
35 Ž 71 
S. hominis (1) 
Corynebacterium 
spp. (1) - Ø - - 
- 
(3,5±1,2) 
- 
(1,3±0,5) 
- 
(0,2±0,1) 
- 
(0,7±0,5) 
36 M 81 - - - - - 
- 
(1,6±0,4) 
- 
(-1,7±0,5) 
- 
(0,4±0,2) 
- 
(-0,2±0,2) 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 
Zaporedna 
št 
prejetega 
sonikata Spol 
Starost 
ob 
operaciji 
Tkivo v okolici 
vsadka Sonikat vsadka Histologija Gnoj Fistula 
ATP 
sonikat 
(ΔX v 
nmol/L) 
ATP 
prekonočna 
sonikata (ΔX v 
nmol/L) 
qPCR 
sonikat 
(ΔCt) 
qPCR 
prekonočna 
sonikata 
(ΔCt) 
37 Ž 85 - - +/- - - 
- 
(-2,9±0,6) 
- 
(5,6±2,2) 
- 
(0,4±0,1) 
- 
(0,6±0,2) 
38 Ž 71 
E. faecalis 
(1,2,3,4,5,6) 
Serratia 
marcescens (1,2) 
Peptoniphilus 
asaccharolyticus 
(4,5,6) 
E. faecalis 
S. marcescens 
P. 
asaccharolyticus 
Finegoldia 
magna + - - 
- 
(-0,6±0,3) 
- 
(-0,8±0,3) 
- 
(0,2±0,2) 
- 
(-0,5±0,2) 
39 Ž 79 
S. marcescens 
(1,2,3,4,5) S. marcescens + + - 
- 
(2,2±0,8) 
- 
(3,0±0,9) 
- 
(0,3±0,1) 
- 
(0,1±0,1) 
40 M 73 - - - - - 
- 
(1,3±0,4) 
- 
(2,4±1,7) 
- 
(-0,1±0,3) 
- 
(0,2±0,1) 
41 Ž 66 - - - - - 
- 
(-1,1±0,3) 
- 
(-1,9±0,5) 
- 
(0,0±0,1) 
- 
(0,3±0,5) 
42 M 69 S. aureus (1,6) S. aureus-MRSA + + - 
+ 
(54,2±0,8) 
+ 
(1054,6±23,6) 
+ 
(-4,3±0,4) 
+ 
(-11,3±0,1) 
43 M 52 - - - - - 
- 
(4,5±2,0) 
- 
(-0,6±0,2) 
- 
(0,8±0,4) 
- 
(-0,2±0,1) 
44 Ž 64 
Campylobacter 
fetus (1) 
Campylobacter 
fetus - + - 
- 
(-2,0±0,5) 
- 
(5,8±2,3) 
- 
(-0,4±0,1) 
- 
(0,7±0,5) 
45 M 76 - - Ø - - 
- 
(1,1±0,4) 
- 
(1,6±0,5) 
- 
(0,4±0,2) 
- 
(0,2±0,3) 
46 Ž 80 - - - - - 
- 
(2,5±0,7) 
- 
(3,2±1,6) 
- 
(0,6±0,3) 
- 
(0,4±0,1) 
47 M 70 S. epidermidis (1) * - - - - 
- 
(-0,9±0,5) 
- 
(-1,8±0,5) 
- 
(-0,1±0,4) 
- 
(-0,3±0,1) 
48 Ž 62 - - - - - 
- 
(9,0±3,6) 
- 
(2,1±1,0) 
- 
(0,1±0,1) 
- 
(0,6±0,4) 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 
Zaporedna 
št 
prejetega 
sonikata Spol 
Starost 
ob 
operaciji 
Tkivo v okolici 
vsadka Sonikat vsadka Histologija Gnoj Fistula 
ATP 
sonikat 
(ΔX v 
nmol/L) 
ATP 
prekonočna 
sonikata (ΔX v 
nmol/L) 
qPCR 
sonikat 
(ΔCt) 
qPCR 
prekonočna 
sonikata 
(ΔCt) 
49 Ž 82 - - - - - 
- 
(3,0±1,5) 
- 
(3,5±1,4) 
- 
(-0,4±0,1) 
- 
(0,5±0,2) 
50 Ž 59 - C. acnes - - - 
- 
(-1,6±0,5) 
- 
(1,8±1,0) 
- 
(-0,6±0,3) 
- 
(-0,3±0,1) 
51 M 79 S. aureus (1,2,3,4) S. aureus + - - 
- 
(2,3±0,9) 
+ 
(1359,9±178,3) 
+ 
(-1,1±0,1) 
+ 
(-10,0±0,2) 
52 M 60 - - - - - 
- 
(0,5±0,2) 
- 
(2,3±0,8) 
- 
(0,4±0,2) 
- 
(-0,1±0,3) 
53 M 70 - - - - - 
- 
(-0,3±0,1) 
- 
(-0,5±0,2) 
- 
(0,3±0,2) 
- 
(1,0±0,5) 
54 M 85 - - - - - 
- 
(5,8±2,0) 
- 
(-1,2±0,5) 
- 
(0,5±0,3) 
- 
(0,8±0,3) 
55 M 66 - - - - - 
- 
(-0,4±0,4) 
- 
(3,5±1,2) 
- 
(0,1±0,1) 
- 
(0,2±0,2) 
56 Ž 77 
S. epidermidis 
(2,3,4,5,6,7) S. epidermidis + - - 
+ 
(27,3±0,9) 
+ 
(67,9±7,8) 
+ 
(-2,8±0,4) 
+ 
(-6,6±0,2) 
57 Ž 63 - - - - - 
- 
(-1,3±0,2) 
- 
(-1,3±0,2) 
- 
(0,5±0,2) 
- 
(0,3±0,1) 
58 M 81 
Pseudomoans 
aeruginosa 
(1,2,3,4) - Ø - - 
- 
(3,7±1,5) 
- 
(1,0±1,2) 
- 
(-0,1±0,1) 
- 
(-0,2±0,1)  
59 Ž 49 - - - - - 
- 
(-0,9±0,2) 
- 
(3,1±1,3) 
- 
(0,2±0,1) 
- 
(0,1±0,1) 
60 Ž 62 
Morganella 
moragani ss 
morgani (1,2) 
E. cloacae 
M.moragani ss 
morgani Ø - - 
- 
(-3,2±1,3) 
- 
(2,1±0,8) 
- 
(0,1±0,1) 
- 
(0,2±0,4)  
61 M 59 - - - - - 
- 
(5,2±3,0) 
- 
(2,0±1,0) 
- 
(-0,6±0,2) 
- 
(0,1±0,1) 
62 M 64 - - - - - 
- 
(3,7±2,1) 
- 
(3,1±2,2) 
- 
(0,6±0,3) 
- 
(0,9±0,2) 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 
Zaporedna 
št prejetega 
sonikata Spol 
Starost 
ob 
operaciji 
Tkivo v okolici 
vsadka Sonikat vsadka Histologija Gnoj Fistula 
ATP 
sonikat 
(ΔX v 
nmol/L) 
ATP 
prekonočna 
sonikata (ΔX v 
nmol/L) 
qPCR 
sonikat 
(ΔCt) 
qPCR 
prekonočna 
sonikata 
(ΔCt) 
63 Ž 51 - - - - - 
- 
(2,3±1,2) 
- 
(2,1±1,0) 
- 
(0,9±0,4) 
- 
(0,2±0,1) 
64 Ž 75 - - Ø - - 
- 
(-0,4±0,2) 
- 
(-1,0±0,2) 
- 
(0,4±0,1) 
- 
(0,3±0,2) 
65 M 70 - - - - - 
- 
(4,0±1,5) 
- 
(0,4±0,2) 
- 
(0,6±0,3) 
- 
(-0,5±0,2) 
66 M 61 - - - - - 
- 
(1,3±0,5) 
- 
(-0,5±0,2) 
- 
(0,3±0,1) 
- 
(-0,1±0,1) 
67 M 61 - - - - - 
- 
(0,4±0,4) 
- 
(1,7±0,4) 
- 
(0,3±0,1) 
- 
(0,4±0,1) 
68 Ž 76 - - - - - 
- 
(4,2±1,5) 
- 
(-0,7±0,2) 
- 
(-0,3±0,1) 
- 
(0,1±0,2) 
69 M 64 - - Ø - - 
- 
(1,0±0,3) 
- 
(4,2±2,3) 
- 
(0,4±0,2) 
- 
(1,1±0,5) 
70 Ž 91 - - - - - 
- 
(2,5±1,0) 
- 
(3,2±1,1) 
- 
(-0,6±0,3) 
- 
(0,2±0,1) 
71 Ž 53 
Aerococcus urinae 
(2) - + + + 
- 
(-3,0±1,1) 
- 
(1,0±1,9) 
- 
(0,8±0,3) 
- 
(-0,3±0,1) 
72 Ž 72 - - - - - 
- 
(2,1±0,6) 
- 
(3,4±2,0) 
- 
(0,5±0,2) 
- 
(0,2±0,1) 
73 M 70 
Streptococcus 
constellatus (6) S. constellatus + + - 
- 
(5,2±2,3) 
- 
(4,1±2,0) 
- 
(1,0±0,5) 
- 
(0,1±0,2) 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 
Zaporedna 
št 
prejetega 
sonikata Spol 
Starost 
ob 
operaciji 
Tkivo v okolici 
vsadka Sonikat vsadka Histologija Gnoj Fistula 
ATP  
sonikat (ΔX 
v nmol/L) 
ATP 
prekonočna 
sonikata (ΔX v 
nmol/L) 
qPCR 
sonikat 
(ΔCt) 
qPCR 
prekonočna 
sonikata 
(ΔCt) 
4 Ž 78 
E. coli (1,2,3,4,5); 
Providencia rettgeri 
(2,5); M. morganii 
(1,3,4); Bacteriodes 
ovatus (5); 
Clostridium 
ramosum (1,2,5); 
Alcaligenes odorans 
(1,2,3,4); 
Parabacteroides 
(Bacteroides) 
distasonis (4) 
E. coli; P. 
rettgeri; M. 
morganii; 
Streptococcus 
agalactiae; B. 
ovatus; C. 
ramosum Ø - - 
- 
(3,7±2,0) 
- 
(6,0±3,2) 
- 
(-0,1±0,4) 
- 
(0,4±0,2) 
75 Ž 75 - - - - - 
- 
(1,0±1,8) 
- 
(-0,7±0,3) 
- 
(0,4±0,1) 
- 
(-0,5±0,2) 
76 M 49 S. aureus (1,2,3,4) S. aureus + + - 
+ 
(494,8±23,1) 
+ 
(564,2±77,4) 
+ 
(-6,0±0,1) 
+ 
(-12,3±1,4) 
77 Ž 81 - - - - - 
- 
(-0,8±1,1) 
- 
(8,5±2,1) 
- 
(1,6±0,5) 
- 
(0,3±0,2) 
78 M 70 
S. epidermidis 
(1,2,3,4,5,6) S. epidermidis + - + 
+ 
(47,7±11,2) 
+ 
(217,8±10,4) 
- 
(0,4±0,2) 
+ 
(-4,6±0,2) 
79 Ž 76 
S. aureus 
(1,2,3,4,5,6) S. aureus + + - 
+ 
(682,1±48,7) 
+ 
(1028,9±91,6) 
+ 
(-5,6±0,1) 
+ 
(-13,7±0,1) 
80 M 81 
Streptococcus 
dysgalactiae sub. 
Dysgalactiae 
(1,2,3,4,5,6) 
Streptococcus 
dysgalactiae 
sub. 
Dysgalactiae + + + 
- 
(0,3±0,7) 
- 
(-5,6±1,9) 
- 
(0,1±0,3) 
- 
(-0,6±0,3) 
81 M 66 - - - - - 
- 
(0,2±0,2) 
- 
(1,8±0,6) 
- 
(-0,3±0,1) 
- 
(0,5±0,2) 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 
Zaporedna 
št 
prejetega 
sonikata Spol 
Starost 
ob 
operaciji 
Tkivo v okolici 
vsadka Sonikat vsadka Histologija Gnoj Fistula 
ATP  
sonikat (ΔX 
v nmol/L) 
ATP 
prekonočna 
sonikata (ΔX v 
nmol/L) 
qPCR 
sonikat 
(ΔCt) 
qPCR 
prekonočna 
sonikata 
(ΔCt) 
82 M 67 - - - - - 
- 
(0,3±0,2) 
- 
(-1,1±0,4) 
- 
(0,6±0,3) 
- 
(0,0±0,1) 
83 M 67 - - - - - 
- 
(0,7±0,5) 
- 
(4,6±1,6) 
- 
(0,5±0,4) 
- 
(0,4±0,2) 
84 M 70 
 
C. acnes - - - 
- 
(-0,9±0,3) 
- 
(-3,3±1,5) 
- 
(-0,1±0,5) 
- 
(0,3±0,2) 
85 Ž 75 - - Ø - - 
- 
(0,5±0,3) 
- 
(2,4±1,1) 
- 
(0,6±0,2) 
- 
(-0,3±0,3) 
86 Ž 78 - - - - - 
- 
(-0,1±0,0) 
- 
(0,5±0,2) 
- 
(1,0±0,2) 
- 
(0,2±0,2) 
87 Ž 76 - - - - - 
- 
(2,2±3,0) 
- 
(4,3±2,5) 
- 
(0,2±0,1) 
- 
(-0,1±0,2) 
88 Ž 26 - - Ø - - 
- 
(-1,0±0,3) 
- 
(1,2±0,4) 
- 
(0,2±0,1) 
- 
(0,4±0,2) 
89 Ž 75 - - - - - 
- 
(1,2±0,5) 
- 
(2,2±0,9) 
- 
(0,0±0,1) 
- 
(-0,1±0,1) 
90 Ž 80 S. aureus (1,2,3,4,5) S. aureus  Ø + - 
+ 
(73,1±3,1) 
+ 
(533,4±43,1) 
+ 
(-0,9±0,1) 
+ 
(-6,7±0,1) 
91 Ž 51 - - - - - 
- 
(2,0±0,8) 
- 
(3,3±1,5) 
- 
(0,4±0,1) 
- 
(0,4±0,2) 
92 M 42 - - Ø - - 
- 
(2,4±1,7) 
- 
(5,6±2,2) 
- 
(0,7±0,5) 
- 
(-0,5±0,2) 
93 Ž 78 
S. epidermids (vsi 
vzorci) 
S. epidermidis; 
E. coli  + + - 
+ 
(20,5±2,3) 
+ 
(332,2±22,3) 
+ 
(-1,6±0,1) 
+ 
(-4,6±0,2) 
94 M 83 
 Cutibacterium spp. 
(1) 
 Cutibacterium 
spp. - - - 
- 
(3,7±1,9) 
- 
(4,3±2,1) 
- 
(0,1±0,4) 
- 
(-0,6±0,8) 
95 M 42 
Acinetobacter 
baumanii (1,2); S. 
aureus (1) 
A. baumanii; S. 
aureus - + + 
- ‡ 
(2,1±0,7) 
+ 
(96,5±12,3) 
- ‡ 
(0,1±0,2) 
+ 
(-3,8±0,2) 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 
Zaporedna 
št 
prejetega 
sonikata Spol 
Starost 
ob 
operaciji 
Tkivo v okolici 
vsadka Sonikat vsadka Histologija Gnoj Fistula 
ATP  
sonikat (ΔX 
v nmol/L) 
ATP 
prekonočna 
sonikata (ΔX v 
nmol/L) 
qPCR 
sonikat 
(ΔCt) 
qPCR 
prekonočna 
sonikata 
(ΔCt) 
96 Ž 64 - - - - - 
- 
(-0,4±0,7) 
- 
(4,3±1,7) 
- 
(0,9±0,2) 
- 
(-0,6±0,5) 
97 M 80 - - - - - 
- 
(3,1±1,0) 
- 
(4,2±1,5) 
- 
(1,6±0,6) 
- 
(-0,1±0,3) 
98 Ž 77 
S. aureus 
(1,2,3,4,5,6) S. aureus + - + 
- 
(1,0±0,3) 
+ 
(781,5±36,5) 
+ 
(-1,7±0,1) 
+ 
(-10,9±0,1) 
99 Ž 88 
S. aureus 
(1,2,3,4,5,6) S. aureus + + - 
- 
(1,4±0,5) 
+ 
(74,2±7,5) 
- 
(0,1±0,1) 
+ 
(-4,8±0,1) 
100 M 68 C. acnes (1,3,5,7) C. acnes Ø - - 
- 
(-1,9±1,0) 
- 
(7,7±5,1) 
- 
(-0,2±0,1) 
- 
(-0,1±0,2) 
101 Ž 70 
Streptococcus mitis 
(3,6) S. mitis + - - 
- 
(-1,5±0,4) 
- 
(-2,1±0,6) 
- 
(0,9±0,2) 
- 
(0,3±0,2) 
102 Ž 37 C. acnes (1,2,3,4) C. acnes +/- - - 
- 
(2,8±1,0) 
- 
(3,6±1,3) 
- 
(0,1±0,1) 
- 
(0,2±0,4) 
103 Ž 84 - - - - - 
- 
(5,9±1,9) 
- 
(3,7±1,5) 
- 
(0,2±0,4) 
- 
(0,4±0,1) 
104 Ž 90 
Candida 
parapsilosis (3,4,5) C. parapsilosis Ø - - 
- 
(-0,6±0,4) 
- 
(-0,9±0,3) 
- 
(0,3±0,2) 
- 
(-0,5±0,4) 
+, pozitiven rezultat; -, negativen rezultat; Ø, vzorci za histološko analizo niso bili odvzeti ali pa so bili nekrotični in ocena ni bila mogoča; +/-, sum na 
nizkovirulentno okužbo 
ΔX, koncentracija ATP v testiranem vzorcu zmanjšana za vrednost koncentracije ATP v referenčnem vzorcu 
ΔCt, Ct testiranega vzorca zmanjšan za vrednost Ct referenčnega vzorca 
* kontaminacija 
‡ analiza iz manjšega volumna sonikata - rezultat nismo upoštevali pri izračunu občutljivosti in specifičnosti metode 
 
